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(57) Abstract 

This invention concerns 
conjugates of transferrin, albumin 
and polyethylene glycol consisting 
of native or thiolated transferrin or 
albumin or of polyethylene glycol 
(MW between approx. 5000 and 
200 000) with at least one HS-. 
HO- or H2N group and cytostatic 
compounds derived through malein- 
imide or N-hydroxysuccinimide 
such as 
daunonibicene, 
idarubicene, 
chlorambucil, 
S-fluorouracyl. 



(A) 




(B) 




(C) 



ester-compounds, 
doxorubicene. 
cpirubicene. 
mitoxandrone. 
melphalan, 

S * -desoxy-5-fluorouridene. 
thioguanine. mediotrexate, 
paclitaxel, docetaxel. topotecan, 

9-aminocamptotheccnc. ctoposidc. teniposide. mitopodosidc, vinblastine, vincristine, vindcsine. vinorelbin or a compound of general 
formula A. B. C or D, where n - 0-6. X - -NH2. -OH. -COOH. -O-CO-R-COR*. NH-CO-R-COR*, where R is an aliphatic carbon chain 
with 1-6 carbon atoms or a substituted or unsubstitued phenylene group and R* H. phenyl, alkyl with 1-6 carbon atoms. 
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(57) Zusammenfassung 

Transferrin^ Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate bestehend aus nativem odcr ihiolicrtem Transferrin bzw. Albumin oder aus 
Polyethylenglykol (MW zwischen etwa SOOO und 200 000) mit mindestens einer HS-, HO- oder HiN-Gruppe und durch Maleinimid- 
oder N-Hydroxysuccinimidestcr-Verbindungcn derivatisierten zytostatischen Verbindungen, wic Doxorubicin. Daunombicin, Epirubicin, 
Idarubicin. Mitoxandron, Chlorambucil, Melphatan, 5-Fluorouracil, 5'-Dcsoxy-5-fluorouridin» Thioguanin, Methotrexat, Paclilaxcl, 
Docetaxel, Topotecan, 9-Amiiiocamptothecin, Etoposid, Teniposid, Mitopodozid. Vinblasttn, Vincristine Vindesin, Vinorelbin oder eine 
Vcrbindung dcr allgemcincn Formcl (A). (B), (C) oder (D), worin n - 0-6, X - -NH2. -OH, -C(X)H. -O-CO-R-COR*. -NH-CO-R-COR*. 
worin R eine aliphatische Kohlenstoffkette mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder einc substituiene bzw. unsubstituieite Phenylengiuppe und R* 
H, Phenyl. AlkyI mit 1-6 Kohlenstoffatomen isi. , 
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Antineoplastisch wirkende Transferrin-, Albumin- und 
Polyethylenglykolkonjugate 

5 Gebiet der Erfindung 

Diese Erfindung betriffi tumorhemmende Protein- und Polymerkonjugate bestehend aus einem 
geeigneten Tragersystem und zytostatischen Verbindungen. Weiterhin betriffi die Erfindung 
Verfahren zu der Herstellung von solchen Konjugaten und die Verwendung dieser. 

10 Immunokonjugate bzw. Protein- oder Polymerkonjugate sind Verbindungen, die aus einer 
geeigneten Tragersubstanz, wie z.B. einem Antikorper, einem Wachstumsfaktor, einer 
hormon- bzw. pepttdahnlichen Struktur, einem Protein oder einem Polymer, und einem oder 
mehreren zytotoxischen Wirkstoffen, wie z.B. Zytostatika, Toxinen oder radioaktiven 
Isotopen, bestehen. Die Tragersubstanzen besitzen i.d.R. die Eigenschaft, sich bevorzugt im 

15 Tumorgewebe anzureichern, so dafi auf diesem Wege ebenso der an die Tragersubstanz 
gebundene Wirkstoff* im Tumorgew^e angereichert und somit eine selektivere antitumorale 
Therapie erzielt wird. Chemoimmunokonjugate bezeichnen Konjugate von Tragersubstanzen 
und zytostatischen Verbindungen, wobei der Trager i.d.R. ein Antikorper ist. 

20 

Stand der Technik 

Die zur Zeit klinisch eingesetzten Zytostatika gegen Krebserkrankungen besitzen eine Reihe 
von schwereh systemischen Nebenwirkungen und weisen keine Anreicherung im 
25 Tumorgewebe auf, so daB nach neuen Derivaten bzw. Formulierungen geforscht wird, die eine 
selektivere antitumorale Therapie ermbglichen Zu diesem Zwecke werden 
Chemoimmunokonjugate bzw. Protein- oder Polymerkonjugate bestehend aus einer geeigneten 
Tragersubstanz und Zytostatika entwickelt. 

Als Tragersubstanzen kommen unter anderem Antikorper, Wachstumsfaktoren, 
30 Serumproteine, hormon- bzw. peptidahnliche Strukturen oder Polymere in Frage, far die i.d.R. 
eine Anreicherung im Tumorgewebe bekannt ist (Magerstadt, M.: Antibody Conjugates and 
Malignant Disease, Library of Congress 1990; Chadwick, C.M.:Receptors in Tumour Biology, 
Cambridge University Press, 1984, Seymour, L.W. CRC Crit. Rev. Then Drug Carrier Sys. 
(1992), 9, 135-187; Maeda, H.; Matsumura, Y. CRC Crit Rev, Ther, Drug Carrier Sys. 
35 (1989), 6, 193-210). 

Die vorliegende Erfindung umfaBt die Tragerproteine humanes Serumtransferrin und 
Serumalbumin, deren Anreicherung im Tumorgewebe in der Literatur dokumentiert ist (Ward, 
S.G. Taylor, R.C.: 1-54, in Metal-Based Drugs (Gielen, M.F. (Ed.)), Freund Publishing House 
Ltd, 1988; Sinn, H., Schrenk, H.H., Friedrich, A., Schilling, U. und Maier-Borst, W. (1990), 
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NucL MedBioL Vol. 17(8), 819-827) sowie Polyethylenglykole (PEGs) als Trager von 
zytostatischen Verbindungen (Topchieva, IN. (1990), Polym.ScLUSSR, 32, 833-851; 
Pofyfethylene glycol) Chemistry: Biotechnical and Biomedical Applications (1992), Ed. J .M. 
Harris, Plenum Press. New York). 

5 PEGs aufgrund ihrer Biovertr&glichkeit, ihrer guten Wasserldslichkeit und synthetischen 
Divergenz fiir die Entwicklung von therapeutischen Polymerkonjugaten sehr geeignet. In den 
letzten Jahren sind PEGs vor allem mtt medizinisch bedeutsamen Proteinen und Enzymen 
. konjugiert worden (Ubersicht in Topchieva, I N. (1990), Polym.Sci.USSR, 32, 833-851) 
Die Herstellung von Chemoimmunokonjugaten bzw. Protein- oder Polymerkonjugaten erfoigt 

10 grundsatzlich entweder durch direkte Kopplung von Tr^ersubstanz und Wirkstoff oder mit 
Hilfe von Spacergruppen, sog. homo- bzw. heterobiiunktionelle Reagenzien. Vorwiegend ist 
bisher das Verfahren der direkten Kopplung angewandt worden, welches jedoch h^ufig zu 
polymeren Produkten und nicht eindeutig definierten Konjugaten fiihrt. Kurzlich sind einige 
Chemoimmunokonjugate (Europaische Patentanmeldung, EP 91-1 17535 911615, Europaische 

15 Patentanmeldung, EP 90-109268 900516, PCT Internationale Patentanmeldung, WO 90- 
CA251 900809, Britische(UK) Patentanmeldung, GB 83-5104 830224 und Europaische 
Patentanmeldung, EP 89-102370 890210), die mittels bestimmter bifunktioneller Reagenzien 
hergestellt wurden, als zytostatisch wirkende Mittel vorgeschlagen worden. Des weiteren sind 
aus DE 41 22 210 Al Konjugate tumoraktiver Verbindungen mit Transferrin oder Albumin 

20 bekannt, wobei die tumoraktive Verbindung mit N-Hydroxysuccinimid und Carbodiimid 
aktiviert wird und das so erhaltene Gemisch direkt an das Tragerprotein gekoppelt wird. 

Beschreibung der Erfindung 

25 Es wurde nun geilinden, daB Transferrin*, Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate, 
bestehend aus Transferrin, Albumin und Polyethylenglykol mit einer Masse zwischen SOOO und 
200 000 Da und mindestens einer durch Maleinimid- oder N-Hydroxysuccinimidverbindungen 
derivatisierten zytostatischen Verbindung, eine der zytostatischen Verbindung gleichwertige 
oder hohere tumorhemmende Wirksamkeit aufweisen. 

30 Fiir die Herstellung dieser Protein- bzw. Polymerkonjugate sind zytostatische Verbindungen 
geeignet, wie die Anthrazykline Doxonibicin, Daunorubicin, Epirubicin, Idanibicin und 
Mitoxandron, die Alkyiantien Chlorambucil und Melphalan, die Antimetabolite Methotrexate 5- 
Fluorouracil, S'-Desoxy-5*fluorouridin und Thioguanin, die Taxoide Paclitaxel und Docetaxel, 
die Camptothecine Topotecan und 9-Aminocamptothecin, die Podophyliotoxinderivate 

35 Etoposid, Teniposid und Mitopodozid, die Vinca-AIkaloide Vinblastin, Vincristin, Vindesin 
und Vinorelbin und eine Verbindung der allgemeinen Formel 1, 11, III oder IV: 
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Formel I Formel II 

NH, 



c 



NH 



'2 




NH 

\ ^NH, 
(CH,)„ (CHj), 

X X 
Formel III Formel IV 



(CHi)„ 

X o 

n = 0-6, X = -NH2, -OH, -COOH, -O-CO-R-COR*, -NH-CO-R-COR*, worin R eine 
aliphatische Kohlenstoflfkette mit 1-6 KohlenstoflFatomen oder eine substituierte bzw. 
unsubstituierte Phenylengruppe und R* H, Phenyl, Alkyl mit 1-6 KohlenstofFatomen isl, und 
die Aminfiinktionen mit einer Schutzgruppe wie der /er/.-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe 
versehen sind, 

die mit einer Maleinimid- oder N-Hydroxysuccinimidverbindung derivatisiert woirden. Die 
2ytostatischen Verbindungen werden dabei i d R. mit einer Maleinimidverbindung oder N- 
Hydroxysuccinimidverbindung umgesetzt, die mindestens eine fiir die Bindung zum 
Zytostatikum geeignete funktionelle Gruppe besitzt, wie eine Amino% Hydroxy-, 
Carbonsaure-, Carbonsaurechlorid-, Sulfonsaure-, Sulfonsaurechlorid-, Saurehydrazid- oder 
Hydrazino-, Oxycarbonylchlorid-, Aldehyd- oder Ketogmppe, so daB Maleinimidderivate bzw. 
N-Hydroxysuccinimidester-Derivate von zytostatischen Verbindungen bereitgestellt werden, 
wobei die chemische Verknupfung zwischen Maleinimidverbindung und zytostatischw 
Verbindung durch eine Amid-, Ester-, Imin-, Hydrazon-, Carboxylhydrazon-, Oxycarbonyl-, 
Acetal-, Oder Ketalbindung erfolgt. Bei den aus den Verbindungen der allgemeinen Formel I- 
IV erhaltenen Maleinimid- bzw. N-Hydroxysdccinimidverbindung wird die zytostatische cis- 
konfigurierte Platineinheit anschlieBend eingefiihrt, d.h. die entsprechenden Platin(II)- 
Komplexe werden entweder nach Entfemen der Schutzgrxippe durch Umsetzen mit einem. 
Tetrachloroplatinat-Salz oder mit m-[PtA2B] (A = Halogen, B = (NH3)2, Ethylendiamin, 
Propandiamin, 1,2-Piaminocyclohexan) erhalten. 

Durch Umsetzen der derivatisierten zytostatischen Verbindungen mit nativem oder thioliertem 
Transferrin bzw. Albumin oder mit unten aufgefiihrten hetero- bzw. homobiftinktionellen PEGs 
mit einer Masse zwischen 5000 und 200 000 Da - Ubersicht 1 : 



3 
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Ubersicht 1: 



Heterobiiiinktionelle PEGs 


I lomobifunktionelle PEGs 




n 




It 






R = Alkyl 








n 




n 






O 

n 




O 0 
n 









werden Protein- bzw. Polymerkonjugate bereitgestellt, die einfach und effektiv hergestellt 
5 werden, die eine hohe Reinheit besitzen, die eine im Vergleich zu mehreren der ursprunglichen 
zytostatischen Verbindungen ausgezeichnete Wasserldslichkeit besitzen, die in 
physiologischem Puffer stabile Formulierungen sind und die eine in vitro antiproliferative 
Wirksamkeit gegen menschliche Tumorzellen aufweisen, die denen der ungebundenen 
Zytostatika gleichwertig oder iiberlegen ist. Des weiteren zeigen die Konjugate in vivo eine 
10 gleichwertige bzw. verbesserte antitumorale Wirksamkeit und eine verbesserte Vertraglichkeit. 
Die durch soiche Kopplungen realisierten Protein- bzw. Polyethylenglykolkonjugate, die fur 
eine selektivere Behandlung von Krebserkrankungen sehr geeignet sind, sind Gegenstand der 
Erfindung und werden im folgenden beschrieben. 

15 Das Verfahren zur Synthese der Protein- bzw. Poiyethylenglykolkonjugate erfolgt bei den 
Konjugaten mit Maleinimidderivaten in vier Schritten (Schritt 1 bis 4), bet den Konjugaten mit 
N-Hydroxysuccinimidester-Derivaten in drei Schritten (Schritt 1, 2 und 4): 

Schritt 1 : Synthese von Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen 
20 Schritt 2: Synthese von Maleinimidderivaten bzw. N-Hydroxysuccinimidester-Derivaten 

zytostatischer Verbindungen 
Schritt 3 : Thiolierung des Tragerproteins 

Schritt 4: Koppiung der in Schritt 2 erhaltenen zytostatischen Verbindung an natives oder 
thioliertes Tr&gerprotein oder an ein in Ubersicht 1 dargestelltes PEG 

25 

Schritt 1 : Svnthese von Maleinimid- bzw. N-Hvdroxvsuccinimidverbindungen 

Die Maleinimidverbindungen werden im allgemeinen nach einem der zwei folgenden Verfahren 
hergestellt: 

4 
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Beim ersten Verfahren wird Maleinsaureanhydrid mit einer aliphatischen Aminoverbindung 
H2N-R-Y, wobei R eine aliphatische C-Kette mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder eine 
substituierte bzw. unsubstituierte Benzylgmppe und Y = -OH, -COOH, -SO3H, 
-CH(OC2H5)2, R*-C=0, R* = Phenyl oder Al^lrest mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen ist, zur 
entsprechenden Maleaminsaure und anschlieBend mit einem bis zwei Aquivalenten 
Triethylamin (EtaN) in wasserfreiem Toluol unter azeotroper Entfernung des entstehenden 
Wassers zur entsprechenden Maleinimidverbindung umgesetzt. Die weitere Derivatisierung der 
Gnippe Y erfolgt durch Umsetzen der -COOH- bzw. -S03H-Gruppe mit Oxalylchlorid oder 
Thionylchlorid zu den entsprechenden Saurechloriden, durch Umsetzen der Hydroxygmppe 
mit Bis-(trichlormethyl).carbonat zu den entsprechenden Oxycarbonylchloriden, durch 
Umsetzen der Acetalgnippe -CH(OC2H5)2 zu den entsprechenden AJdehyden mit Hilfe .von 
saurekatalytischer Spaltung. wie z.B. durch p-Toluolsulfonsaure, Schwefelsfiure oder saures 
Kieselgel, und durch Umsetzen der SSurechloride mit N-(tert.-Butoxycarbonyl).alkoholamin 
bzw. N.(tert.-Butoxycarbonyl)-alkoholhydrazin und anschlieBender Spaltung mit 
Trifluoressigsaure oder Chlorwasserstoff (HCl) in Ether, Tetrahydrofuran (THF) oder Dioxan 
zu den entsprechenden Amino- bzw. Hydrazinoverbindungen. 

Beim zweiten Verfahren wird Maleinsaureanhydrid mit einer aromatischen Aminoverbindung 
H2N-R-Y, wobei R eine substituiene bzw. unsubstituierte Phenylengruppe und Y = -OH, 
-COOH, -SO3H, R*.C=0, R* = Phenyl oder Alkylrest mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen ist, zur 
entsprechenden Maleamins^iure und anschlieBend mit Essigsaureanhydrid und wasserfreiem 
Natriumacetat zur entsprechenden Maleinimidverbindung umgesetzt Die weitere 
Derivatisierung der Gruppe Y erfolgt durch Umsetzen der -COOH- bzw. -SO.^H-Gruppe mit 
Oxalylchlorid oder mit Thionylchlorid zu den entsprechenden Saurechloriden, durch Umsetzen 
der Hydroxygruppe mit Bis-(trichlormethyl)-carbonat zu den entsprechenden 
Oxycarbonylchloriden, durch Umsetzen der Saurechloride zu den entsprechenden Aldehyden 
mit Hilfe von LiAl[OC(CH3)3]3H in THF, durch Umsetzen der Saurechloride in THF oder 
Ethylacetat mit t-Butylcarbazat und anschlieBender Spaltung mit Trifluoressigsaure oder HCl 
in Ether, THF oder Dioxan zu den entsprechenden Saurehydraziden und durch Umsetzen der 
Saurechloride mit N-(tert.-Butoxycarbonyl)-alkoholamin bzw. N-(tert,-Buioxycarbonyl)- 
alkoholhydrazin und anschlieBender Spaltung mit Trifluoressigsaure oder HCl in Ether, THF 
oder Dioxan zu den entsprechenden Amino- bzw. Hydrazinoverbindungen. 

Die Maleinimidverbindungen der allgemeinen Formel VI und VII werden hergestellt, indem 
man die aus den oben genannten Verfahren erhaltenen Maleinimidverbindungen, bei denen 
Y -CO.NHNH2 Oder -COR* mit n = 1-6 und R* = H, Phenyl, AlkyI mit 1-6 
Kohlenstoffatomen ist, mit Carbonylverbindungen der allgemeinen Formel 0=CR*-R-Y oder 
mit Saurehydraziden der allgemeinen Formel Y-R-R*CO-NH.NH2 wasserfreiem THF, 
Methanol oder Ethanol unter eventuellem Zusatz von p-Toluolsulfonsaure oder 

5 
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Trifluoressigsaure umsetzt. Die weitere Derivatisierung der Gruppe Y erfolgt durch Umsetzen 
der COOH- bzw. SOaH-Gruppe mit Oxalylchlorid oder mit Thionylchlorid zu den 
entsprechenden Saurechloriden, durch Umsetzen der Hydroxygruppe mit Bis-(trichlormethyl)- 
carbonat zu den entsprechenden Oxycarbonylchloriden. 

5 

Die Bismaleinimidverbindungen der allgemeinen Formel XI, wobei zwei 
Maleinimidverbindungen durch eine Gruppe Z verbunden sind, die eine Diaminoalkan-, 
Dihydroxyalkan-, Dihydrazinoalkan- oder Carbonsauredihydrazid-Verbindung darsteUt, so daB 
zwei Maleinimidverbindungen uber zwei Amid-, Ester-, Imin-, Hydrazon oder 

10 Carboxylhydrazonbindungen miteinander verbunden sind, werden aus den oben eriauterten 
Maleinimidverbindungen hergestellt, wobei die Synthese der durch Amidbindungen 
verknupften Verbindungen durch Umsetzen der Saurechloride der Maleinimidverbindungen mit 
Diaminoalkanverbindungen NH2-(CH2)n-NH2, n = 2-12, in THF oder Ethylacetat unter 
eventuellem Zusatz von Et^N erfolgt, die Synthese der durch eine Esterbindung verknupften 

15 Verbindungen durch Umsetzen der Saurechloride der Maleinimidverbindungen mit 
Dihydroxyverbindungen HO-(CH2)n-OH-, n = 2-12, in THF oder Ethylacetat unter 
eventuellem Zusatz von Et3N erfolgt, die Synthese der durch eine Iminbindung verknupften 
Verbindungen durch Umsetzen der Aldehyde oder Ketone der Maleinimidverbindungen mit 
Diaminoalkanverbindungen NH2-(CH2)n-NH2, n = 2-12, in wasserfreiem THF, Methanol 

20 oder Ethanol unter Zusatz von p-Toluolsulfonsaure oder Trifluoressigsaure erfolgt und die 
Synthese der durch eine Hydrazon- bzw. Carboxylhydrazonbindung verknupften Verbindungen 
durch Umsetzen der Aldehyde oder Ketone der Maleinimidverbindungen mit 
Dihydrazinoalkanverbindungen ^4H2-NH-(CH2)n-NH-NH2 ^™ Carbonsauredihydraziden 
H2N-NH-CO-(CH2)n-CO-NH-NH2, n = 2-12, in wasserfreiem THF, Methanol oder Ethanol 

25 unter Zusatz von p-Toluolsulfonsaure oder Trifluoressigsaure erfolgt. 

Die N-Hydroxysuccinimidverbindungen werden im allgemeinen hergestellt, indem N- 
Hydroxysuccinimid mit Y-R-COOH oder mit Y-R-COCl, wobei R eine substituierte bzw 
unsubstituierte Phenylengruppe bedeutet, Y = -OH, -NH2, -C00-(CH2)n-0H, 

30 .CONH-(CH2)n-NHBOC, -NfHNHBOC, .C00-(CH2)n-NHNHB0C, -SO3H, 
-SO2-NHNHBOC, -CHO, -COR», -CO-NHNHBOC mit n = 1-6 und R* = H, Phenyl, Alkyl 
mit 1-6 Kohlenstoffatomen und BOC die /er/.-Butyloxycarbonyl-Schutzgnjppe ist, zur 
entsprechenden N-Hydroxysuccinimidester-Veri)indung umgesetzt wird. Dabei wird die 
Umsetzung ausgehend von Y-R-COOH in einem wasserfreien Lbsungsmittel, vorzugsweise 

35 Dichlormethan, Acetonitril oder THF unter Zusatz von Dimethylaminopyridin (DMA?) und 
einem Kondensationsmittel, i.d.R. N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) oder N-Cyclohexyl- 
N -(2-morpholinoethyl)-carbodiimid Metho-p-toluolsulfonat (CMC), zu den entsprechenden 
Succinimidester-Derivaten durchgefiihrt. Wird das Saurechlorid Y-R-COCl, das durch 
Chlorierung mit S&urehalogenierungsreagenzien^ wie z.B. mit Oxalylchlorid oder 
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Thionylchlorid erhalten wird, eingesetzi, dann erfolgt die Umsetzung mit N- 
Hydroxysuccinimid vorzugsweise in wasserfreiem THF, Acetonitril oder Ethylacetat. 
Die BOC-Schutzgruppe kann im AnschluB mit Trifluoressigsaure oder HCl in Ether oder 
Dioxan entfernt werden, so daO die entsprechenden Amino- oder Hydrazinoverbindungen 
5 sowie die Saurehydrazide ais Trifluoracetate oder Hydrochloride erhalten werden. Bine weitere 
Derivatisierung der Gruppe Y erfolgt durch Umsetzen der Hydroxygruppe mit Bis- 
(trichlormethyl)-carbonat zu den entsprechenden Oxycarbonylchloriden. 
N-Hydroxysuccinimidverbindungen der allgemeinen Formel IX und X werden hergestellt, 
indem man die aus den oben genannten Verfahren erhaltenen N- 

l(J Hydroxysuccinimidverbindungen, bei denen Y -CO-NHNH2 oder -COR* mit n = 1-6 und R* 
= H, Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen ist, mit Carbonylverbindungen der allgemeinen 
Formel 0=CR*-R-Y oder mit Saurehydraziden der allgemeinen Formel Y-R-R^CO-NH-NH^ 
in wasserfreiem THF, Methanol oder Ethanol unter eventuellem Zusatz von p- 
Toluolsulfonsaure oder Trifluoressigsaure umsetzt. Die weitere Derivatisierung der Gruppe Y 

15 erfolgt durch Umsetzen der -COOH- bzw. -SOjH-Gruppe mit Oxalylchlorid oder mit 
Thionylchlorid zu den entsprechenden Saurechloriden, durch Umsetzen der Hydroxygruppe 
mit Bis-(trichlormethyl)-carbonat zu den entsprechenden Oxycarbonylchloriden. 

Die Isoliening der oben genannten Maleinimid- und N-Hydroxysuccinimidester-Verbindungen 
20 erfolgt entweder durch Kristallisation, durch Kieselgelsaulenchromatographie oder durch 
praparative HPLC bzw. LPLC auf Diol-Saule, wie in den untenstehenden Beispielen 
beschrieben. 

Schritt 2: Maleinimidderiva te bzw.^ N-Hvdroxvsuccinimidcster-Dcrivate zvtostatischer 
25 Verbindunpen 

Fur die Umsetzung mit den aus Schritt 1 erhaltenen Maleinimid- und N- 
Hydroxysuccinimidverbindungen sind die in den Anspriichen 1 bis 3 genannten zytostatischen 
Verbindungen geeignet. Diese zytostatischen Verbindungen werden mit den im 1. Schritt 

30 erlauterten Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidester-Verbindungen umgesetzt, so daO 
Maleinimidderivate bzw. N-Hydroxysuccinimidester-Derivate von zytostatischen 
Verbindungen bereitgestellt werden, wobei die chemische Verknupfung zwischen 
Maleinimidverbindung bzw. N-Hydroxysuccinimidester-Verbindung und zytostatischer 
Verbindung dutch eine Amid-, Ester-, Imin-, Hydrazon-, Carboxylhydrazon-, Acetal- oder 

33 Ketalbindung erfolgt. 

Bei den Anthrazyklinen Doxorubicin, Daunonibicin, Epirubicin oder Idarubicin erfolgt die 
Synthese im einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefuhrten Sauren oder 
Saurechloriden der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen der Formel V bis X 

7 
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zu den entsprechenden Anthrazyldin-Maleinimidderivaten bzw. Anthrazyklin- 
Hydroxysuccinimidderivaten in einem Losungsmittel, vorzugsweise Dimethylformamid (DMF) 
Oder THF unter eventuellem Zusatz einer tertiaren Base, i.d.R. Et^N, oder unter eventuellent 
Zusatz von DMAP und einem Kondensationsnuttel, i.d.R. DCC oder CMC, wobei die 
.s Kopplung iiber die 3'-NH2-Gnippe des Aminozuckers des Anthrazykiins als Amidbindung 
erfolgt, 

oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten Aldehyden bzw. Ketonen der 
Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, vorzugsweise 
DMF, Methanol oder Ethanol, unter eventuellem Zusatz einer Saure, i.d.R. p- 
10 Toluolsulfonsaure bzw. Trifluoressigsaure, wobei die Kopplung iiber die 3'-NH2-Gruppe des 
Aminozuckers des Anthrazykiins als Iminbindung erfolgt, 

Oder durch Umsetzen mit den mit den unter Schritt 1 aufgefohrten Aminen der Maleinimid- 
bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF, 
Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer Saure, i.d.R. p-Toluolsulfonsaure bzw 

15 Trifluoressigsaure, wobei die Kopplung iiber die C]3-Ket ©position des Anthrazykiins als 
Iminbindung erfolgt, oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten 
Saurehydraziden der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem 
Losungsmittel, vorzugsweise DMF, Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer Saure, i.d.R. p* 
Toluolsulfonsaure bzw. Trifluoressigsaure, wobei die Kopplung iiber die C]3-Ketoposition des 

20 Anthrazykiins als Carboxyl- bzw. Sulfonylhydrazonbindung erfolgt. 

Bei Mitoxandron erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 
aufgefiihrten Sauren oder Saurechloriden der Maleinimid- bzw. N- 
Hydroxysuccinimidverbindungen der Formel V bis X zu den entsprechenden Mitoxandron- 
Maleinimidderivaten bzw. Mitoxaridron-Hydroxysuccinimidderivaten in einem Losungsmittel, 

25 vorzugsweise DMF oder THF unter eventuellem Zusatz einer tertiaren Base, i.d.R. EtjN, oder 
unter eventuellem Zusatz von DMAP und einem Kondensationsmittel, i.d.R. DCC oder CMC, 
wobei die Kopplung aber mindestens eine der aliphatischen HO-Gruppen des Mitoxandrons als 
Esterbindung erfolgt, 

oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten Aldehyden oder Ketonen der 
30 Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, vorzugsweise 
THF, Methanol Oder Ethanol, unter Zusatz einer Saure, i.d.R Trifluoressigsaure oder p- 
Toluolsulfons^re, wobei die Kopplung iiber mindestens eine der aliphatischen HO-Gruppen 
des Mitoxandrons als Acetal- bzw. Ketalbindung erfolgt. 

35 Bei den Alkylantien Chlorambucil und Melphalan erfolgt die Synthese im einzelnen durch 
Umsetzen von Chlorambucil bzw. Melphalan mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten 
Hydroxyverbindungen von Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem 
Losungsmittel, vorzugsweise DMF, Dichlormethan oder THF unter Zusatz von DMAP und 
einem Kondensationsmittet, i.d.R. DCC oder CMC, zu den entsprechenden Chlorambucil- oder 
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Melphalan-Maleinimidderivaten bzw. Chlorambucil- oder Melphalan- 
Hydroxysuccinimidverbindungen, wobei . die Kopplung iiber die COOH-Gnippe von 
Chlorambucil bzw. Melphalan als Esterbindung erfolgt, 

Oder durch Umsetzen von Chlorambucil bzw. Melphalan mit Saurehalogenierungsreagenzien, 
wie Oxalylchlorid oder Thionylchlorid, zu den entsprechenden Saurechloriden und 
anschlieBendem Umsetzen der Saurechloride in THF oder Ethylacetat mit t-Alkylcarbazaten, 
i.d.R. tert.-Butylcarbazat, oder unter eventuellem Zusatz einer tertiaren Base, i.d.R. Et?N, oder 
durch Umsetzen von Chlorambucil bzw. Melphalan in DMF, THF oder Ethylacetat mit t- 
Alkylcarbazaten, i.d.R. t-Butylcarbazat, unter eventuellem Zusatz von DMAP und einem 
Kondensationsmittel, i.d.R. DCC oder CMC, und anschlieBender Spaltung der so erhaltenen 
Produkte mit Sauren, i.d.R. Trifluoressigsaure oder HCl in Ether, THF oder Dioxan, zu den 
entsprechenden Saurehydraziden von Chlorambucil bzw. Melphalan, die nun wiederum mit 
einem der in Schritt 1 aufgefuhrten Aldehyden oder Ketonen der Maleinimid- bzw N- 
Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF, Methanol oder 
Ethanol, unter Zusatz einer Saure, i.d.R. Trifluoressigsaure oder p-ToluolsuIfonsaure, zu den 
entsprechenden Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidcarboxylhydrazon-Derivaten yon 
Chlorambucil bzw. Melphalan umgesetzt werden. 

Bei 5-Fluorouracil erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 
aufgefuhrten S&urechloriden der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen zu den 
entsprechenden Maleinimid- bzw N-Hydroxysuccinimidderivaten von 5-Fluorouracil in einem 
Losungsmittel, vorzugsweise THF, unter eventuellem Zusatz einer tertiaren Base, i d R. EtsN, 
wobei die Kopplung uber die *N- oder ^N-Position von 5-Fluorouracil als Saureamidbindung 
erfolgt, 

Oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten Oxycarbonylchloriden der 
Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen zu den entsprechenden Maleinimid- bzw. 
N-Hydroxysuccinimidderivaten von 5-Fluorouracil in einem Losungsmittel, vorzugsweise THF 
unter eventuellem Zusatz einer tertiaren Base, i.d.R. Et^N, wobei die Kopplung iiber die 'N- 
oder ^N-Position von 5-Fluorouracil als Oxycarbonylbindung erfolgt, 

Oder durch Umsetzen von 5-Fluorouracil mit Formaldehyd und den unter Schritt 1 
aufgefuhrten Carbons&uren oder Sulfonsauren zu den entsprechenden Maleinimid- bzw. N- 
Hydroxysuccinimidderivaten von 5-Fluorouraci! in einem Losungsmittel, vorzugsweise 
Dichlormethan oder THF, unter Zusatz von DMAP und einem Kondensationsmittel, i.d.R. 
DCC Oder CMC, wobei die Kopplung uber die 'N- oder ^N-Position von 5-Fluorouracil als 
Carbamoyloxymethylbindung erfolgt. 

Bei 5'-Desoxy-5-fluorouridin erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen mit den unter 
Schritt 1 aufgefiihrten Saurechloriden der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimid- 
verbindungen der Formel V bis X zu den entsprechenden Maleinimid- bzw. N- 

9 
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Hydroxysuccinimidderivaten von 5'-Desoxy-5-fluorouridin in einem Losungsmittel, 
vorzugsweise THF, unter eventuellem Zusatz einer teriiaren Base, i d R. EtaN, wobei die 
Kopplung uber die 2 -HO- oder 3'-H0-Gruppe von 5'-Desoxy-5-fluorburidin als Esterbindung 
erfolgt, 

5 Oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefuhrten Aldehyden oder Ketonen der 
Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem LosungsmitteK vorzugsweise 
THF, Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer Saure, i.d.R. Trifluoressigsaure oder p- 
Toluolsulfonsaure, wobei die Kopplung iiber die 2 -HO- undyoder 3'-H0-Gnippe von 5 - 
Desoxy-S-fluorouridin als Acetal- bzw. Ketalbindung erfolgt. 

10 

Bei Thioguanin erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 
aufgeiuhrten Saurechloriden der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen der 
Formel V bis X zu den entsprechenden Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivaten von 
Thioguanin in einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF, unter eventuellem Zusatz einer 
15 tertiaren Base, i.d.R. EtjN, wobei die Kopplung iiber die HaN-Gruppe von Thioguanin als 
Amidbindung erfolgt, 

Oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefuhrten Aldehyden oder Ketonen der t 
Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Ldsungsmittel, vorzugsweise 
DMF, Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer Saure, i.d.R. Trifluoressigsaure oder p- 
20 Toluolsulfonsaure, wobei die Kopplung iiber die H2N-Gruppe von Thioguanin als Iminbindung 
erfolgt. 

Bei Methotrexat erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen von Methotrexat mit den 
unter Schritt 1 aufgefuhrten Hydroxy- bzw. Aminoverbindungen von Maleinimid- bzw. IM- 

25 Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF oder 
Dimethylsulfoxid unter Zusatz von DMAP und einem Kondensationsmittel, i.d.R. DCC oder 
CMC, zu den entsprechenden Methotrexat-Maleinimidderivaten bzw. Methotrexat- 
Hydroxysuccinimidverbindungen, wobei die Kopplung entweder iiber die a-COOH- oder y- 
COOH-Gruppe oder uber beide COOH-Gruppen von Methotrexat als Ester- oder 

30 Amidbindung erfolgt, 

oder durch Umsetzen von Methotrexat mit Alkylcarbazaten, i.d.R. t-Butylcarbazat, in einem 
Ldsungsmittel, vorzugsweise DMF oder Dimethylsulfoxid unter Zusatz von DMAP und einem 
Kondensationsmittel, i.d.R. DCC oder CMC, und anschlieBender Spaltung mit Sauren, i.d.R. 
Trifluoressigs&ure oder HCl in Ether, THF oder Dioxan, zu den entsprechenden 

35 Saurehydraziden von Methotrexat, wobei die Saurehydrazidgruppe entweder an der a-COOH- 
oder Y-COOH-Gruppe oder an beiden COOH-Gruppen von Methotrexat eingefuhrt wurde, 
und die so erhahenen Saurehydrazidderivate von Methotrexat nun mit einem der in Schritt I 
aufgefuhrten Aldehyden oder Ketonen der N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem 
Ldsungsmittel, vorzugsweise DMF, Methanol, THF oder Ethanol, unter Zusatz einer Saure, 
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id.R Trifluoressigsaure oder p-ToluolsulfonsSure. zu den entsprechenden N- 
Hydroxysuccinimidcarboxylhydrazon-Derivaten von Methotrexat umgesetzt werden. 

Bei den Taxoiden Paclitaxel und Docetaxel erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen 
mil den unter Schritt 1 aufgefuhrten Sauren oder Saurechloriden der Maleinimid- bzw N- 
Hydroxysuccinimidverbindungen der Forniel V bis X zu den entsprechenden Taxoid- 
Maleinimidderivaten bzw Taxoid-Hydroxysuccinimidderivaten in einem Losungsmittel, 
vorzugsweise DMF oder THF unter eventuellem Zusatz einer tertiaren Base. i.d.R, EtsN. oder 
unter eventuellem Zusatz von DMAP und einem Kondensationsmittel, i.d.R. DCC oder CMC. 
wobel die Kopplung iiber die C7- oder CiQ-OH-Gruppe des Taxoids als Esterbindung erfolgt 
Oder durch Umsetzen mit den mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten Aminen bzw. Hydrazinen 
der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, 
vorzugsweise DMF, Methanol oder Ethanol. umer Zusatz einer Saure, i.d.R p- 
Toluolsulfonsaure bzw. Trifluoressigsaure, wobei die Kopplung uber die Cg-Ketoposition des 
Taxoids als Imin- bzw. Hydrazonbindung erfolgt, 

Oder durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefuhrten Saurehydraziden der Maleinimid- 
bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Lfisungsmittel. vorzugsweise DMF, 
Methanol oder Ethanol. unter Zusatz einer Saure, i.d.R. p-Toluolsulfonsaure bzw 
Trifluoressigsaure. wobei die Kopplung uber die Cg-Ketoposition des Taxoids als Carboxyl- 
oder Sulfonyihydrazonbindung erfolgt. 

Bei den Camptothecinen Topotecan bzw. 9-Aminocamptothecin erfolgt die Synthese im 
einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt I aufgefiihrten Sauren oder Saurechloriden der 
Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidveibindungen der Formel V bis X zu den 
entsprechenden Taxoid-Maleinimidderivaten bzw. Taxoid-Hydroxysuccinimidderivaten in 
einem Losungsmittel. vorzugsweise DMF oder THF unter eventuellem Zusatz einer tertiaren 
Base, i.d.R. EtjN, oder unter eventuellem Zusatz von DMAP und einem Kondensationsmittel, 
i.d.R. DCC Oder CMC. wobei die Kopplung uber die CiQ-OH-Gruppe des Topetecans als 
Esterbindung bzw. iiber die C9-J^fH2-Gnjppe des 9-Aminocamptothecins als Amidbindung 
erfolgt, 

Oder durch Umsetzen von 9-Aminocamptothecin mit den unter Schritt I aufgefiihrten 
Aldehyden bzw. Ketonen der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen in einem 
Losungsmittel. vorzugsweise DMF, Methanol oder Ethanol, unter eventuellem Zusatz einer 
saure. i d.R. p-Toluolsulfonsaure bzw. Trifluoressigsaure, wobei die Kopplung uber die C9- 
NH2-Gruppe als Iminbindung erfolgt. 

Bei den Podophyllotoxinderivaten Etoposid, Teniposid und Mitopodozid erfolgt die Synthese 
im einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten Sauren oder Saurechloriden 
der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen der Forme! V bis X zu den 
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entsprechenden Taxoid-Maleinimidderivaten bzw. Taxoid-Hydroxysuccinimidderivaten in 
einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF, Dichlormethan oder THF unter eventuellem Zusatz 
einer tertiaren Base, i.d.R. Et^N, oder unter eventuellem Zusatz von DN4AP und einem 
Kondensattonsmittel, i.d.R. DCC oder CMC, wobei die Kopplung uber eine der beiden 
5 aliphatischen HO-Gruppen des Podophyllotoxinderivats als Esterbindung erfolgt. 

Bei den Vinca-AJkaloiden Vinblastin, Vincristin, Vindesin und Vinorelbin erfolgt die Synthese 
im einzelnen durch Umsetzen mit den unter Schritt 1 aufgefiihrten Sauren oder Saurechloriden 
der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen der Formel V bis X zu den 
10 entsprechenden Taxoid-Maleinimidderivaten bzw. Taxoid-Hydroxysuccinimidderivaten in 
einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF, Dichlormethan oder THF unter eventuellem Zusatz 
einer tertiaren Base, i.d.R. EtaN, oder unter eventuellem Zusatz von DMAP und einem 
Kondensationsmittel, i.d.R. DCC oder CMC, wobei die Kopplung uber eine der aliphatischen 
HO-Gruppen des Vinca- Alkaloids als Esterbindung erfolgt. 

15 

Bei den Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivaten der c/.v-konfigurierten Platin(II)- 
Komplexe erfolgt die Synthese im einzelnen durch Umsetzen der entsprechenden 
Amihoverbindungen H2N-CH2CH2-NH-(CH2)n-X, (H2N-CH2)2CH-(CH2)n-X oder H2N. 
CH2CH(NH2)-(CH2)n-X (allgemeine Formel 1, II und 111), wobei eine oder zwei der primaren 

20 bzw. sekundaren Aminognippen mit einer BOC-Gruppe geschutzt wurde (Umsetzung mit Bis- 
tert.-butyloxycarbonylanhydrid) und X ->fH2 bzw. -OH ist, mit den unter Schritt 1 
aufgefuhrten Sauren oder Saurechloriden der Maleinimid- bzw. N- 
Hydroxysuccinimidverbindungen der sdlgemeinen Formeln V-X in einem Losungsmittel, 
vorzugsweise THF oder Ethylacetat, unter eventuellem Zusatz einer tertiaren Base, i.d.R. 

25 EtjN, oder unter eventuellem Zusatz von DMAP und einem Kondensationsmittel, i.d.R. DCC 
oder CMC, zu den entsprechenden BOC-geschiitzten Maleinimid- bzw. N- 
Hydroxysuccinimidderivaten, die nun durch Trifluoressigsaure oder HCI in Ether, THF oder 
Dioxan unter Abspaltung der BOC-Gruppe in die entsprechenden Trifluoracetate bzw 
Hydrochloride und schlieBUch durch Umsetzen mit einem Tetrachloroplatinat(II)-Salz, 

30 vorzugsweise Kaliumtetrach]oroplatinat(II), in Wasser, Saizpuffern, DMF, DMFAVasser- 
Gemischen, THF/Wasser-Gemischen oder DMF/Methanol-Gemischen, in die entsprechenden 
Platin(II)-KompIexe ubergefiihrt werden, wobei die Kopplung uber die endstandige HO- 
Gruppe als Esterbindung oder uber die endstandige H2N-Gruppe als Saureamidbindung 
erfolgt, 

35 oder durch Umsetzen der entsprechenden Aminoverbindungen H2N-CH2CH2-NH-(CH2)n-X, 
(H2N-CH2)2CH-(CH2)n-X oder H2N-CH2CH(NH2HCH2)n-X (allgemeine Formel 1, II und 
III), wobei eine oder zwei der prim^en bzw. sekundaren Aminogruppen mit einer BOC- 
Gruppe geschutzt wurde (Umsetzung mit Bis-tert.-butyloxycarbonylanhydrid) und X -NH2 
bzw. -OH ist, mit Verbindungen des Typs HOOC-R-COCR* oder ClOC-R-COCR* (R ist eine 

12 
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aliphatische Kohlenstoffkette mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder eine substituierte bzw 
unsubstituierte Phenylengruppe, und R* ist H, Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen) in 
einem Losungsmittel, vorzugsweise THF oder Ethylacetat, unter eventuellem Zusatz einer 
teitiau^en Base, i.d.R. EtsN, oder unter eventuellem ZusaU von DMA? und einem 
Kondensationsmittel, i.d.R. DCC oder CMC, zu den entsprechenden BOC-geschiitzten 
Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivaten, die nun eine weitere Carbonylfunktion 
enthalten, die im folgenden mit einem der in Schritt 1 aufgefiihrten Aminen, Saurehydraziden 
oder Hydrazinen der Maleinimid- bzw. N-Hydroxysucdnimidverbindungen in einem 
Losungsmittel, vorzugsweise DMF, Methanol oder Ethanol, unter Zusatz einer Sfture, i.d.R. p- 
Toluolsulfonsaure oder Trifluoressigs^ure, zu den entsprechenden Imin-, Carboxylhydrazon- 
Oder Hydrazon-Derivaten umgesetzt werden, die nun wiederum durch Trifluoressigsaure oder 
HCl in Ether, THF oder Dioxan unter Abspaltung der BOC-Gnippe in die entsprechenden 
Trifluoracetate bzw. Hydrochloride und schlieBlich durch Umsetzen mit einem 
Tetrachloropiatinat(II)-Salz, vorzugsweise Kaliumtetrachloroplatinat(Il), in Wasser, 
Salzpuffern, DMF, DMFAVasser-Gemischen, THFAVasser-Gemischen oder DMF/Methanol- 
Gemischen, in die entsprechenden Platin(n)-Komplexe ubergefiihrt werden, 
Oder durch Umsetzen der entsprechenden Aminoverbindungen H2N-CH2CH2-NH-(CH2)n-X, 
(H2N-CH2)2CH-(CH2)n-X oder H2N-CH2CH(NH2HCH2)n-X (allgemeine Formel I, II und 
III), wobei eine oder zwei der primaren bzw. sekundaren Aminogruppen mit einer HOC- 
Gruppe geschutzt wurde (Umsetzung mit Bis-tert.-butyloxycarbonylanhydrid) und X -COOH 
ist bzw. diese Carboxylgruppe durch Saurehalogenierungsreagenzien, wie Thionylchlorid oder 
Oxalychlorid, in das Saurechlorid iibergefiihrt wurde, mit Verbindungen des Typs HOR- 
COCR* Oder H2N-R-C0CR* (R ist eine aliphatische Kohlenstoffkette mit 1-6 
Kohlenstoffatomen oder eine substituierte bzw. unsubstituierte Phenylengruppe, und R* ist H, 
Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen) in einem Losungsmittel, vorzugsweise THF oder 
Ethylacetat, unter eventuellem Zusatz einer tertiaren Base, i.d.R. Et^N, oder unter eventuellem 
Zusatz von DMAP und einem Kondensationsmittel, i.d.R. DCC oder CMC, zu den 
entsprechenden BOC-geschutzten Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivaten, die nun 
eine weitere Carbonylfunktion enthalten, die im folgenden mit einem der in Schritt 1 
aufgefiihrten Aminen, Saurehydraziden oder Hydrazinen der Maleinimid- bzw. N- 
Hydroxysuccinimidverbindungen in einem Losungsmittel, vorzugsweise DMF, Methanol oder 
Ethanol, unter Zusatz einer Saure. i.d.R. p-Toluolsulfonsaure oder Trifluoressigsaure, zu den 
entsprechenden Imin-, Carboxylhydrazon- oder Hydrazon-Derivaten umgesetzt werden, die 
nun wiederum durch Trifluoressigsaure oder HCl in Ether, THF oder Dioxan unter Abspaltung 
der BOC-Gruppe in die entsprechenden Trifluoracetate bzw. Hydrochloride und schlieBlich 
durch Umsetzen mit einem Tetrachloroplatinat(II)-Salz, vorzugsweise 
Kaliumtetrachloroplatinat(Il), in Wasser, Salzpuffern, DMF, DMFAVasser-Gemischen, 
THFAVasser-Gemischen oder DMF/Methanol-Gemischen, in die entsprechenden Platin(II)- 
Kompiexe ubergefiihrt werden. 
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Bei den Maleinimid- hzw. N-Hydroxysuccinimidderivaten mil den Malonsaurederivaten der 
allgemeinen Formal IV (HOOC)2CH-(CH2)n-X zu den m-konfigurierten Platin(lI)-Komplexen 
erfolgt die Synthase analog zu den oben beschriebanen Komplexen, wobei die P1atm(ll)- 
Komplexe dadurch erhalten werden, daB die Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivate 

5 der Malonsaurederivate mit c/5-[PtA2B] (A = Halogen, vorzugweise CI oder J, B = (NH3)2, 
Ethylendiamin, Propandiamin, U2-Diaminocyclohexan) zu den entsprechenden Platin(II)- 
Komplexen in einem Ldsungsmittel, wie Wasser, Salzpuffern, DMF, DMFAVasser-Gemischen, 
THFAVasser-Gemischen oder DMF/Methanol-Gemischen unter Zugabe einer Hydroxidlbsung, 
vorzugweise wassrige KOH, umgesetzt werden. Die Reaktion kann gegebenenfalls in 

10 Gegenwart von Silbemitat (AgNO^) oder Silbersulfat (Ag2S04) durchgefuhrt werden. Der 
Platinkomplex wird durch Kristallisation oder durch Zugabe von einem Losungsmittel, 
vorzugweise Diethylether oder THE, erhalten. 

Die Isolierung der oben genannten Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivate 
15 zytostatischer Verbindungen erfolgt entweder durch Kristallisation, durch 
Kieselgelsaulenchromatographie oder durch praparative HPLC bzw. LPLC auf einer reverse- 
phase(C8 oder CI 8)- oder Diol-Saule, wie in den untenstehenden Beispielen beschrieben. 

Schritt 3: Thiolierung des Tragerproteins 

20 Sulfhydrylgruppen (HS-Gruppen) werden durch Umsetzen des Tragerproteins mit einem 
Thiolierungsreagenz, vorzugsweise Iminothiolan,. in humanes Serumtransferrin und 
Serumalbumin, eingefuhrt. Die Thiolierung erfolgt in einem Salzpuffer, i.d.R. in 0,1 M 
Natriumborat, 0,15 M NaCl, 0,001 M EDTA - pH = 8,0, mit einem OberschuB an 
Thiolierungsreagenz (2- bis lOO-facher OberschuB) und anschlieBender Gelfiltration 

23 (beispielsweise Sephadex® GIO oder G2S) mit einem Salzpuffer, wie 0,025 M Natriumborat, 
0,15 M NaCl - pH 6,0 - 7,5 oder 0,004 M Phosphal, 0,15 M NaCl - pH 6,0 - 7,5. Die 
Konzentration an Protein nach erfolgter Gelfiltration wird durch die Extinktionskoeffizienten 
bei 280 nm bestimmt und liegt i.d.R. zwischen 1,0 x 10"^ und 5,0 x 10"3 M. Die Anzahl der 
eingefuhrten HS-Gruppen wird mit Ellmann's Reagenz bei 412 nm bestimmt. Durch Variation 

30 der Reaktionsbedingungen konnen im Mittel 1 bis 30 HS-Gruppen eingefuhrt werden. Die 
thiolierte Transferrin- bzw. Albuminlosung wird direkt fur die Synthese der Konjugate 
eingesetzt. 

Schritt 4: Kopplung der zvtostatischen Maleinimid- bzw. N-Hvdroxvsuccinimidverbindunpen 
an das native oder thiolierte Traeerprotein oder an ein in TJbersicht I dargestelltes Polvethvlen- 
35 jslvkol 

Fiir die Kopplung der zytostatischen Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindungen an 
PEGs werden PEGs eingesetzt, die etne oder zwei H0-, HS- oder H2N-Gruppen besitzen und 
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eine Masse zwischen SOOO und 200 000 Da, vorzugsweise zwischen 20 000 und 70 000 Da. 
Entsprechende Verbindungen stnd im Handel erhaltiich. Im folgenden werden die 
Polyethylenglykole, die eine oder zwei HO-Gruppen besitzen, mit HO-PEG oder HO-PEG- 
OH, die Polyethylenglykole, die eine oder zwei HS-Gruppen besitzen, mit HS-PEG oder HS- 
5 PEG-SH und die PEGs, die eine oder zwei H2N-Gruppen besitzen, mit H2N-PEG oder H2N- 
PEG-NH2 abgekxirzt. 

Kopplung der zytostatischen Maleinimidderivate an das thiolierte Tragerproiein oder an HS- 
PEG. HS'PEG'SK H2N'PEG oder H2N-PEG-NH2: Die zytostatischen Maleinimidderivate (s. 
Schritt 2) werden mit thioliertem Transferrin; Albumin (s. Schritt 3), HS-PEG, HS-PEG-SH, 

to H2N-PEG Oder H2N-PEG-NH2 bei Raumtemperatur umgesetzt. Dabei wird zu dem thiolierten 
Protein, HS-PEG, HS-PEG-SH, H2N-PEG oder H2N-PEG-NH2, das sich in einem entgasten 
Salzpuffer, wie 0,025 M Natriumborat, 0,15 M NaCl - pH 6,0 - 7,5 oder 0,004 M Phosphat, 
0, 15 M NaCl - pH 6,0 - 7,5, befindet, ein etwa 1, 1- bis 10-facher UberschuB des zytostatischen 
Maleinimidderivats (bezogen auf die Anzahl der vorhandenen HS-Gruppen im Protein oder 

15 PEG), geldst in einer minimalen Menge Losemittel, i.d.R. DMF, Dimethylsulfoxid, Wasser, 
Ethanol, Methanol, Acetonitril oder THF (etwa 1 - 10% des Volumens der thiolierten Probe), 
gegeben. Nach etwa 5 bis 120 Minuten wird die Losung zentrifligiert, und das gebtldete 
Proteinkonjugat bzw. PEG-Konjugat wird durch anschlieUende Gelfiltration (beispielsweise 
Sephadex® GIO, G25 oder LH20) in einem entgasten Salzpuffer, wie 0,025 M Natriumborat, 

20 0, 1 5 M NaCl - pH 6,0 - 7,5, 0,004 M Phosphat, 0, 1 5 M NaCl - pH 6,0 - 7,5, oder 0, 1 -0,2 M 
NaHCOs, oder in Methanol oder THF vom uberschussigen zytostatischen Maleinimidderivat 
abgetrennt. Es kann vorteilhaft sein, die thiolierte Proteinlosung vor Zugabe des 
Maleinimidderivats mit einem Salzpuffer zu verdunnen und das Maleinimidderivat, gelost in 
einer minimalen Menge Losemittel, zuzugeben und anschlieBend nach etwa 5-20 Minuten die 

25 Losung mit einem handelsilblichen Konzentrator aufzukonzentrieren und das Proteinkonjugat, 
wie oben beschrieben, zu isolieren. Des weiteren kann die Losung des so erhaltenen 
Proteinkonjugats bzw. des PEG-Konjugats mit einem handelsublichen Konzentrator 
aufkonzentriert oder das Losungsmittel im Hochvakuum entfemt werden. 

Kopplung der zytostatischen N-Hydroxysuccinimidderivate an das native Tragerproiein oder 
30 an HO-PEG, HO-PEG-OH, HsN-PEG oder H2N'PEG'NH2: Die zytostatischen N- 
Hydoxysuccinimidderivate (s. Schritt 2) werden mit Transferrin, Albumin, HO-PEG, HO-PEG- 
OH, H2N-PEG Oder H2N-PEG-NH2 bei Raumtemperatur umgesetzt. Dabei wird zu dem 
Protein, HO-PEG, HO-PEG-OH, HiN-PEG oder H2N-PEG-NH2, das sich in einem entgasten 
Salzpuffer, wie 0,025 M Natriumborat, 0,15 M NaCl - pH 6,0 - 8,0 oder 0,004 M Phosphat, 
35 0, 1 5 M NaCl - pH 6.0 - 8.0, befindet, ein etwa 1, 1- bis 50-facher UberschuB des zytostatischen 
N-Hydoxysuccinimidderivats^ gelost in einer minimalen Menge Ldsemittel, i.d.R. DMF, 
Dimethylsulfoxid, Wasser, Ethanol, Methanol, Acetonitril oder THF (etwa 1-10% des 
Volumens der thiolierten Probe), gegeben. Nach etwa 5 Minuten bis 48 Stunden wird die 

15 



7/13/06, EAST Version: 2.0.3.0 



wo 98/10794 



PCT/DE97/02000 



Losung zentrifligiert, und das gebildete Proteinkonjugat bzw. PEG-Konjugat wird durch 
anschlieBende Gelfiltration (beispielsweise Sephadex® 010,025 oder LH20) in einem 
entgasten Salzpuffer, wie 0.025 M Natriumborat, 0,15 M NaCI - pH 6,0 - 7,5, 0,004 M 
Phosphat, 0, 15 M NaCI - pH 6,0 - 7,5 oder 0,1-0,2 M NaHCOj, oder in Methanol oder THF 
5 vom uberschussigen zytostatischen N-Hydoxysuccinimidderivat abgetrennt. Die Losung des so 
erhallenen Proteinkonjugats bzw. PEG-Konjugats kann mit einem handelsublichen 
Konzentrator aufkonzentriert oder das Losungsmittel im Hochvakuum entfernt werden. 

Die Anzahl der an das Tragerprotein bzw. an das Polyethylenglykol gebundenen zytostatischen 
Maleinimidderivate bzw. N-Hydroxysuccinimidderivate erfolgt entweder durch eine 

10 photometrische Konzentrationsbestimmung bei der absorbierenden Wellenlange des 
zytostatischen Maleinimid- bzw. N-Hydroxysuccinimidderivats (typischerweise zwischen 220 
und 600 nm) und/oder durch eine colorimetrische Bestimmung, die bei den Konjugaten von 
Chlorambucil und Melphalan mit Hilfe des NBP-Tests (Epstein, J Rosenthal, R.W., Ess, RJ. 
Anal. Chem. (1955), 27, 1435-1439), bei den Konjugaten von 5-Fluorouracil und 5 -Desoxy- 

l.s 5-fluorouridin mit Hilfe eines Assays nach Habib (Habib, S T., Talcuna (1981), 28, 685-87) 
und bei den Konjugaten der c/>konfigurierten Platin(lI)-Analoga mit Hilfe einer Bestimmung 
nach Gonias und Pizzo (Oonias, S.L., Pizzo, S.V. J.BioLChem. (1982), 258, 5764-5769) oder 
der Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) erfolgt. 

Im Mittel werden auf dem oben beschrieben Weg etwa 1-30 Molekule der zytostatischen 
20 Verbindung an ein Molekul Protein bzw. 1-2 Molekule der zytostatischen Verbindung an ein 
Molekiil der PEGs gebunden. Die Reinheit der Proteinkonjugate bzw. PEG-Konjugate wird 
durch HPLC mit Hilfe einer analytischen Saule (Bio-Sil SEC 250, (300 mm x 7 8 mm) von 
Bio-RAD, mobile Phase: i.d.R 0.15 M NaCI, 0.01 M NaH2P04, 5% CH3CN - pH 7.0 oder 
Nucleogel® aqua-OH 40 bzw. 60, von Machery und Nagel, mobile Phase: i.d.R. 0.1 M NaCI, 
25 0.004 M NaH2P04, 30% Methanol- pH 7.0) geprtift. Dabei besitzen die Transferrin-, 
Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate eine Reinheit von > 90%. 

. Die Proteinkonjugate bzw. PEG-Konjugate kdnnen in geloster Form bei 0-5 "^C, in gefrorener 
Form bei T = -20 °C bzw. -78 °C gelagert werden. Des weiteren ist es moglich, die Losung der 
Konjugate zu lyophilisieren und das Lyophilisat bei +5 bis -78 ""C zu lagem. 

30 

Gegenstand der Erfmdung sind auch solche Chemoimmunokonjugate bestehend aus Albumin, 
das gemSB einer der Anspruche 1 bis 3 mit etwa zwei bis dreiBig Aquivalenten einer 
zytostatischen Verbindung beladen ist und mit einem Protein, beispielsweise mit Transferrin 
oder mit einem monoklonalen Antikorper, der gegen ein tumorassoziiertes Antigen gerichtet 
35 isi, vorzugsweise aber mit Transferrin, uber eine der unter Anspruch 3 genannten 
Bismaleinimidverbindungen oder uber eine aliphatische bzw. aromatische 
Bismaleinimidverbindung konjugiert ist. Dabei werden etwa 80-90 % der in Albumin 
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eingefiihrten Thiolgruppen mil dem zytostatischen Maleinimidderivat, gelost in einer 
minimalem Menge Losemittel, i.d.R. DMF, Dimethylsulfoxid, Ethanol, Methanol, Acetonitril 
Oder THF (etwa I - 10% des Volumens der thiolierten Probe), umgesetzt und nach etwa 5 bis 
60 Minuten ein 1,S- bis 20-facher tJberschuB der Bismaleinimidverbindung, gelost in einer 
5 minimalem Menge Ldsemittel, i.d.R. DMF, Dimethylsulfoxid, Ethanol, Methanol, Acetonitril 
Oder THF (etwa 1 - 10% des Volumens der thiolierten Probe), zugegeben Nach etwa 5 bis 20 
Minuten wird die Losung zentrifiigiert, und das gebildete Proteinkonjugai wird durch 
anschlieBende Gelfiltration (beispielsweise Sephadex® GIG oder 025) in einem Salzpuffer, 
i.d.R. 0,025 M Natriumborat, 0.15 M NaCI - pH 6,0-7.5 oder 0,004 M Phosphat, 0,15 M NaCI 

U) - pH 6,0 - 7,5, von dem zytostatischen Maleinimidderivat und der Bismaleinimidverbindung 
abgetrennt. AnschlieBend wird das so modifizierte Albuminkonjugat mit einem der oben 
genannten Proteine, welches im Mittel etwa 1,5 Thiolgruppen enthalt, umgesetzt und das 
resultierende Chemoimmunokonjugat, das nun aus einem mit zytostatischen Verbindungen 
beladenen Albuminmolekul und dem oben genannten Protein besteht, mit Hilfe einer Superdex- 

15 200-Saule (Fa. Pharmacia) oder einer Hydroxylapatitsaule (Fa. Pharmacia oder Bio-Rad) in 
einem Salzpuffer, i d R. 0,025 M Natriumborat, 0.15 M NaCI - pH 6,5-8.0, 0,004 M Phosphat, 
0,15 M NaCi - pH 6,5 - 8,0, isoliert. 

Es ist auch moglich, zunachst eines der oben genannten Proteine, welches im Mittel 1,5 
20 Thiolgruppen enthalt, mit einem 1,5- bis 10-fachen UberschuB der Bismaleinimidverbindung 
umzusetzen und das gebildete Proteinkonjugat durch anschlieBende Gelfiltration 
(beispielsweise Sephadex GIO oder G25) mit einem entgasten Salzpuffer, wie 0,025 M 
Natriumborat, 0,15 M NaCI - pH 6,0 - 7,5, 0,004 M Phosphat, 0,15 M NaCI - pH 6,0 - 7,5, 
Oder 0,1-0,2 M NaHCOs, von der Bismaleinimidverbindung abzutrennen, und anschlieBend das 
25 so modifizierte Proteinkonjugate, das nun im Mittel 1,5 Aquivalente der 
Bismaleinimidverbindung enthdlt, mit modifiziertem Albuminkonjugat umzusetzen, wobei etwa 
80-90 % der in Albumin eingefiihrten Thiolgruppen mit einem zytostatischen 
Maleinimidderivat bereits umgesetzt wurden. Das resultierende Chemoimmunokonjugat, das 
nun aus einem mit zytostatischen Verbindungen beladenen Albuminmolekul und dem oben 
30 genannten Protein besteht, wird mit fBlfe einer Superdex-200-Saule (Fa. Pharmacia) oder einer 
Hydroxylapatitsaule (Fa. Pharmacia oder Bio-Rad) in einem entgasten Salzpuffer. wie 0,025 M 
Natriumborat, 0,15 M NaCI - pH 6,0 - 8,0, 0,004 M Phosphat, 0,15 M NaCI - pH 6,0 - 8,0, 
Oder 0, 1 -0,2 M NaHCOs, isoliert. 

35 Die folgenden Beispiele eriautern die Erlindung naher, ohne sie einzuschranken. 

Ausfiihrungsbeispiele 

Schritt 1: Synthese von Maleinimid- und Hydroxysuccinimidverbindungen 
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p-Maleinimidobenzophenon 

14,0 g (70 mmol) p-Aminobenzophenon wurden in 70 ml Aceton gelost und 7,0 g (70 mmol) . 
Maleinsaureanhydrid, gelost in 40 mi Aceton, iiber einen Zeitraum von 15 Minuten bei 
Raumtemperatur zugetropft. Der Ansatz wurde 3 h lang bei Raumtemperatur geruhrt. 

5 AnschlieBend wurde der Niederschlag abfiltriert, mit Ether gewaschen und im Vakuum 
getrocknet (Ausbeute: 93%). 19,3 g (65,4 mmol) N-(p-Benzophenyl)-maleinsaureamid und 2,6 
g (31,0 mmol) wasserfreies Natriumacetat wurden bei 55 X in 50 ml Essigsaureanhydrid 
gelost und bei dieser Temperatur 2 h lang gertihrt. AnschlieBend wurde das Essigsaureanhydrid 
bei 60°C im Wasserstrahl vakuum entfemt. Zum Ruckstand wurden 300 ml Wasser gegeben 

10 und 2 h lang bei 70°C geruhrt. Der wahrend dieser Zeit ausgefallene Niederschlag wurde 
abgesaugt, mit Wasser gewaschen und aus Aceton umkristallisiert (Ausbeute: 94%); 
Schmelzpunkt: 150X; Rf-Wert: 0,70 (Essigester/Hexan 6/1); berechnet: C: 73,64 % H; 3,97 
% N: 5,05 %, C|7Hi 1NO3 ; gefunden: C: 73,15 % H: 3,96 % N: 5,00 % 

15 p-Maleinimidophenvlessigsaure 

25,0 g (166,9 mmol) p-Aminophenylessigsaure wurden in 250 ml Methanol suspendiert und in 
der Warihe unter Zugabe von 500 ml Aceton in Losung gebracht. 19,25 g (166,9 mmol) 
Maleinsaureanhydrid v^rden in 100 ml Aceton geldst und wahrend 60 Minuten in die vorher 
auf unter 40^*0 abgekuhlte Losung zugetropft Der Ansatz wurde 60 Minuten lang bei 

20 Raumtemperatur geruhrt. AnschlieBend voirde die Reaktionsmischung auf etwa 300 ml 
eingeengt und bei -20''C kaltgestellt. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit Aceton 
gewaschen und im Hochvakuum getrocknet (Ausbeute: 82%). 18,0 g (72 nunol) N-(4- 
Essig5aurephenyl)maleinsaureanud wurden in 2,4 1 Toluol suspendiert und zum RiickfluQ 
erhitzt. In der Warme wurden 14,7 g (20,2 ml, 144 mmol) Triethylamin zugegeben und 

25 anschlieBend 2 h lang unter RuckfluB am Wasserabscheider erhitzt. Dann wurde vom 
entstandenen roten Ol abdekantiert und das Lbsungsmittel im Vakuum entfemt. Der gelbe 
Ruckstand wurde in 300 ml Wasser aufgenommen und mit 1 M HCI auf pH = 2 eingestellt Die 
saure Losung wurde mit Essigester extrahiert (6 x 50 ml). Die vereinigten Essigester-Phasen 
wurden uber Natriumsulfat getrocknet und das Lbsungsmittel im Vakuum entfemt. Das ' 

30 Produkt wurde aus Essigester/Hexan umkristallisiert (Ausbeute: 51% gelbe Kristalle); 
Schmelzpunkt: I58°C; Rf-Wert: 0,45 (Essigester/Methanol 2/1); berechnet: C:- 62,34 % 
H: 3,92 % N: 6,09 % (C12H9NO4); gefunden: C: 61,84 % H: 4,43 % N: 5,59 % 

p-Maleinimidophenvlessigsaurechlorid 
.15 1,0 g (4,33 mmol) p-Maleinimidophenylessigsaure wurden in 25 ml Dichlormethan suspendiert 
und mit einem 2,5-fachen UberschuB an Oxalsauredichlorid (1,37 g, 945 ^1; 10,82 mmol) 
versetzt. Die Reaktionsmischung wurde unter FeuchtigskeitsausschluB auf 30-40°C erwarmt 
und 15 h lang geruhrt. AnschlieBend wurde das Lbsungsmittel im Vakuum entfernt und im 
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Hochvakuum getrocknet. KristalJisation aus Toluol lieferte ein gelbes Pulver (Ausbeute: 59%); 
Schmelzpunkt: 154°C; Rf-Wert: 0,29 (Essigester/Hexan 4/1) 

Elementaranalyse: berechnet: C; 58,91 % H: 3.30 % N: 5,75 % CI: 14,49 % 

(C12H8NO3CI) gefiinden: C: 60,61 % H: 3,64 % N: 5,13 % CI: 13,80 % 

p-MaleinimidoDhenvle ssif^Qaiir<»h Ydrazid.CFiCOOH 

3,5 g (14 mmol) p-Maleinimidophenylessigsaurechlcrid wurden zusammen mit tert- 
Butylcarbazat (2,87 g, 21,7 mmol) in 50 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran gelost und 2 h lang 
bei Raumtemperatur geruhrt. Das TetrahydroRiran wurde im Hochvakuum entfemt und der 
Ruckstand in 500 ml Essigester aufgenommen. Die Essigesterphase wurde zweimal mit je 125 
ml Wasser ausgeschuttelt und anschlicBend liber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Die 
Losung wurde im Vakuum eingedampft und aus Essigester/Hexan umkristallisiert. Das 
Produkt wurde abgesaugt und im Hochvakuum getrocknet (Ausbeute: 90 %); Schmelzpunkt: 
Zersetzung ab I52''e; Rf -Wert: 0,50 (Tetrahydroforanmexan 3/1), 2.5 g (7.25 mmol) p- 
Maleinimidophenylessigsaurehydrazino.tert -butylcarbazat wurden in 12 ml Trifluoressigsaure 
gelost und 1 h lang bei Raumtemperatur geriihrt. Die Trifluoressigsaure wurde anschlicBend im 
Hochvakuum entfemt und der Ruckstand in 50 ml Ether suspendiert. Der Niederschlag wurde 
abgesaugt, mit trockenem Ether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet (Ausbeute: 82 % 
gelbliches Pulver); Schmelzpunkt: 11 2^; Rf-Wert: 0,06 (Tetrahydrofuran/Hexan 3/1) 

berechnet: C: 46,80% H:3,34% N: 11,70% 
(C14H12N3O5F3) gefunden: C: 46,95% H:3,24% N: 11,51% 

Maleinimidoacetaldehvd 

91,6 g (100 ml, 689 mmol) Aminoacetaldehyddiethylacetal wurden in 200 ml Essigester gelost. 
Danach wurden 67,5 g (689 mmol) Maleinsaureanhydrid, gelost in 200 ml Essigester, unter 
Ruhren und Eiskuhlung inneiiialb 60 Minuten zugetropft. Es wurde 1 h lang bei 
Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde das Reaktionsgemisch auf die Halfte eingeengt und bei - 
20 °C kaltgestellt. Nach 24 h wurde der entstandene Niederschlag im Vakuum abgesaugt, mit 
Essigester und Ether gewaschen, und anschlieBend im Hochvakuum getrocknet. (Ausbeute: 
90%). 30,95 g (133,8 mmol) N-(Acetaldehyddiethylacetal)maleinsaureamid wurden in 900 mi 
Toluol gelost, 14,2 g (19.6 ml, 140,5 mmol) Triethylamin hinzugefiigt und das 
Reaktionsgemisch 15 h lang am Wasserabscheider gekocht. Danach wurde das Ldsungsmittel 
im Vakuum entfemt. Der zuriickbleibende Sirup wurde in 350 ml Diethylether aufgenommen 
und 3 x mit je 50 ml Wasser extrahiert. Die ctherische Phase wurde Ober Na2S04 getrocknet, 
das Losungsmittel im Vakuum entfemt und der Riickstaiid sSulenchromatographisch gereinigt 
(Essigester/Hexan 1/1; Ausbeute: 36 % farbloser Sirup); Rf-Wert: 0.49 (Essigester/Hexan 1/1) 

berechnet: C: 58, 1 5 % H: 7,49 % N; 6, 1 7 % 
(C10H15NO4) gefunden:- C: 58.10% H:6,98% N:6,35% 
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20,1 g (94,3 mmol) Maieinimidoacetaldehyddiethylacetal wurden in 350 ml Dichlormethan 
gelost und 40,2 g Kieselgel 60 unter RQhren hinzugefugt. Es wurden 4,0 g 30%ige 
Schwefelsaure zugegeben und 60 h lang unter RuckfluB erhitzt. Dann wurde das Kieselgel 
abfiltriert und die Reakttonsldsung niit 4 x 50 ml Wasser extrahiert. Das Dichlormethan wurde 
5 uber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Der zuriickbleibende Sirup wurde aus 
Essigester/Hexan (1:10) umkristallisiert (Ausbeute: 15% weiBe Kristalle); Schmelzpunkt: 68- 
69°C; Rf-Wert: 0,52 (THF/Hexan 3/1) berechnet: C: 51,76 % H: 3,62 % N: 10,06 % 
(C6H5NO3) gefunden: C: 51,48% H:4,14% N:9,60% 

10 Chlorameisensaure-2-maleinimidoethvlester 

2,0 g (14,2 mmol) 2-Hydroxyethylmaleinimid wurden in 150 ml absoluten Dichlormethan 
geldsl und mit 1,56 g (4,8 mmol) Triphosgen versetzt. Nach Zugabe von 479 mg (660 ^1; 4,8 
mmol) Triethylamin wurde der Ansatz 72 h lang bei Raumtemperatur gerOhrt, anschlieBend das 
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand saulenchromatographisch iiber 

\5 Kieselgel gereinigt (Lauftnittel: Essigester/Hexan 2/1; Ausbeute: 80 % farbloser 
Feststoff);SchmeIzpunkt: 45 °C; RfrWert: 0,69 (Essigester/Hexan 2/1); berechnet: C: 41,25 % 
H: 2,95 % N: 6,88 % CI: 17,41 % (C7H6NO4CI); gefiinden: C: 41,11 % H:. 3,00 % N: 
6,88% CI: 16,94% 

20 Synthese von Bismaleinimidverbindungen: 

].4-Diamino»N.N ^di-m-maleinimidobenzvl-butan 

2,36 g (10 nunol) Maleinimidobenzoesaurechlorid sowie 0,44 g (5 mmol) 1,4-DiaminobuUn 
wurden jeweils in 60 ml Ethylacetat gelost. In einem Dreihalskolben wurden 40 ml Ethylacetat 
vorgelegt. Unter Ruhren bei Raumtemperatur wurden die beiden Losungen synchron uber 

25 einen Zeitraum von 30 min zugetropft. Wahrend des Zutropfens fiel ein hellgelber Niederschlag 
aus. Der Ansatz wurde 2 h lang genihrt, der Niederschlag abgesaugt und mit Diethylether 
gewaschen. Der hellgelbe Feststoif wurde aus Aceton umkristallisiert, mit Wasser und 
anschlieBend nochmals mit Ether gewaschen und i. Vak. getrocknet. Man erhielt 2,1 g (3,9 
mmol, 75 % d, Theorie) des Produktes als gelb-weiBen FeststofF, DC: Kieselgel, THF/Hexan 

30 4:1, Rf = 0,30, Fp.: 221 °C (Zersetzung); C26H22N4O6 (486 g/mol) berechnet: C: 64,20%; H: 
4,53%; N: 1 1,52%; O: 19.75%; gefunden: C: 62,57%; H: 4,55%; N: 10,67% 

Diacvlhvdrazon aus Adipins&uredihvdrazid und m-Maleinimidoacetophenon 
1,0 g (4,65 mmol) m-Maleinimidoacetophenon wurden zusammen mh 368 mg (2,11 mmol) 
35 Adipinsauredihydrazid in 40 ml absolutem Methanol gelost. Dem Reaktionsansatz wurden 100 
Trifluoressigsaure hinzugegeben und 15 h bei RT geruhrt. Der dabei ausgefailene 
Niederschlag wurde abgesaugt und 2 x mit je 30 ml Methanol sowie 4 x mit je 50 ml 
Diethylether gewaschen. AnschlieBend wurde das Produkt i. Vak. getrocknet; DC: Kieselgel, 
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THF/Hexan 4:1, Rf = 0.36, Fp,: 240 T (Zcrsetzung); CaoHigN^Os (568 g/mol) berechnet:C: 
63,38 %, H: 4,93 %, N: 14,79 %; gefiinden: C: 63,18 %, H: 4,83 %, N: 15,03 % 

Synthese von N-Hydroxysuccinimidester-Verbindungen 
5 4-Acetophenoncarbonsaure-fN-hvdroxvsuccimmidVester 

2,2 g (1,2 mmol) Acetophenon-4-carbonsaure und 1,52 g (1,3 mmol) und 20 mg DMAP 
werden in 40 ml Tetrahydrofuran gelost und anschlieBend 2,7 g DCC, gelost in 20 ml THF, in 
der Kalte innerhalb von 1 h zugetropft. Die Reaktionsraischung wird in der Kalte wahrend 
12 h geriihrt, filtriert, THF im Vakuum entfernt und der Ruckstand aus Essigester/Hexan 
.10 . umkristallisiert (Ausbeute 65 %). DC: Kieselgel, Essigester/Methanol 1:1, R^ - 0 71, 
Fp.: 140 X, CaHnNOj (261 g/mol); berechnet: C: 59,77 %, H: 4,21 %, N: 5.36 %; 
. gefunden: C: 60, 1 %, H: 4,2 %, N: 5,0 % 

4-Carboxvbenzovlhvdrazid 

15 25 g (138.9 mmol) Terephthalsauremonomethylester werden in 200 ml THF suspendiert und 
zum RuckfluB erhitzt. Bei der portionsweisen Zugabe von 40.5 ml (833.4 mmol, 6 eq) 
Hydrazinmonohydrat fallt das Produkt weiBer Feststoff aus. Das uberstehende THF wird 
abdekantiert und der Ruckstand in Wasser gelost. Durch Zugabe von konz. HCI wird ein pH 
von etwa 4 eingestellt. Es bildet sich ein weiBer Niederschlag, der abgesaugt und mit halbkonz. 

20 HCI gewaschen wird. Das Produkt wird i. Vak. getrocknet und aus methanolischer 
Natronlauge umkristallisiert. Man erhat 24.84 g (138 mmol) des Produktes in Form farbloser 
Kristallnadeln, entsprechend 99.3% der theoretisch moglichen Ausbeute. C8H8N2O3 (180 
g/mol); berechnet: C: 53.33, H: 4.44. N: 15.55; gefunden: C: 52.41, H: 4.26, N: 14.68 

25 N-Tertiarbutvloxvcarbonvl«4-carboxvbenzovlhvdrazid 

20 g (0. 1 1 mol) 4-Carboxybenzoylhydrazid werden in 200 ml THF suspendiert und mit einer 
Losung von 23.98 g (0,11 mol) bis-ZtrrA-Butyldicarbonat in 50 ml THF versetzt. Nach 48 h 
Ruhren bei Raumtemperatur wird das THF i. Vak. entfernt, der olige Ruckstand in 400 ml 
Ethylacetat aufgenommen und 4 mal mit je 100 ml Wasser extrahiert. Nach Trocknen der 

30 organischen Phase iiber Na2S04 wird auf die Halfte eingeengt und auf 4 ""C abgekiihlt. Es 
bilden sich farblose Kristalle, die abgesaugt und mil Diethylether gewaschen werden. Man 
erhalt 30.3 g (0.108 mmol) des Produktes entsprechend 98.4% der theoretisch mdglichen 
Ausbeute. C13H16N2O5 (280 g/moI) berechnet: C: 55,71%, H: 5.71%, N: 10.00% 

gefunden: C: 56.94%, H: 5.56%, N: 9.79% 

35 

N-Tertiarbutvloxvcarbonvl-4-(N-hvdroxvsuccininiidocarbonvnben2ovlhvdrazid 
4 g (14.29 mmol) N-Tertiarbutyloxycarbonyl-4-carboxybenzoylhydrazid werden rusammen mit 
3.29 g (28.6 mmol) N-Hydroxysuccinimid und 17.4 mg DMAP in 100 ml THF gelost und 
tropfenweise bei 4 X mit einer Losung von 3.23 g (15.72 mmol) DCC versetzt. Nach 12 h 
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Ruhren bei 4 °C und 48 h bei Raumtemperatur wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt, der 
Ruckstand in Ethylacetat gelost und 10 mal mit je 50 ml gesattigter NaCI-Losung extrahiert. 
Nach Trocknen der organischen Phase uber Na2S04 wird auf halbes Volumen eingeengl und 
auf 4 X abgekiihlt. £s bilden sich farblose Nadein, die abgesaugt und mil wenig Oiethylether 
5 gewaschen warden. Man erhalt 5.3 g (14.09 mmol), entsprechend 98.6% der theoretisch 
mdglichen Ausbeute. CitHisN^jOt (376 g/mol) berechnet: C: 54.26%, H: 4.79%, N: 11.18% 

gefiinden: C: 52.65%, H: 5.53%, N: 10.56% 

4-( (N-Hydroxysuccininudo^carbonyhbenzovlhydrazid Trifluoracetat 

10 3 g (7 .98 mmol) N-TertiarbutyloxycarbonyW-(N-hydroxysuccinimidocarbonyl)benzoy 1- 
hydrazid werden mit 10 ml wasserfreier Trifluoressigsaure versetzt und wahrend 2 h bei 
Raumtemperatur geriihrt. Unter starkem Ruhren werden 50 ml Diethylether zugegeben. Der 
gebildete Feststotf wird abgesaugt und mehrmals mit Diethylether gewaschen Nach Trocknen 
i. Vak. erhalt man 3.0 g (7.67 mmol) des Produktes als weiBes Pulver, entsprechend 96.1% der 

15 theoretisch moglichen Ausbeute. C,4H|2N307F3 (391 g/mol) berechnet: C: 42.97%, H: 3.07%, 
N: 10.74%; gefunden: C: 43.49%, H: 3.42%, N: 10.74% 

Schritt 2: Synthese von Maleinimid- und Hydroxysuccinimidderivaten zytoslatischer 
Verbindungen 

20 Chlorambucilcarbonsaurehydrazid 

Chlorambucil (1,0 g; 3,29 mmol) wurde in 50 ml absoluten CH2CI2 gelost und mil 
Oxalylchlorid (431 fil; 4,8 mmol) versetzt und der Ansatz 15 h lang bei 30-40X geriihrt. 
AnschlieBend wurde die Losung eingedampft und Reste von Oxalylchlorid im Hochvakuum 
entfernt. Das synthetisierte Oxalyicarbonsaurechlorid wurde unmittelbar weiter umgesetzt, 

25 indem der entstandene braune Sirup in 20 ml absoluten CH2CI2 gelost wurde und unter 
Ruhren bei Raumtemperatur tert.-Butylcarbazat (457 mg; 3,45 mmol), gelost in 20 ml 
CH2CI2, innerhalb von 1 h zugetropft wurde. Der Ansatz wurde 36 h lang geriihrt, vom 
Unloslichen abfiltriert und die Losung im Vakuum auf etwa 3 ml eingeengt. Das entstandene 
Chlorambucil-tert . -buty Icarbazat wurde saulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel : 

30 Essigester/Hexan 2/1; Rf-Wert. 0,52); Ausbeute: 700 mg (1,67 mmol; 51% d. Th.) brauner 
Sirup. Chlorambucil-tert.-butylcarbazat (700 mg; 1,67 mmol) wurde in 10 ml Tetrahydroforan 
gelost und unter Riihren bei Raumtemperatur mit 10 ml Trifluoressigsaure versetzt, 1 h lang 
genihrt und anschlieBende das Losungsmittel und die Trifluoressigsaure im Hochvakuum 
entfernt unter Bildung eines hellbraunen Feststoffes. 

35 

Carboxvlhydrazonderivat von [4"(4"bis(2"Chlorethyl)aminophenyn]buttersaurehvdrazid 
fTrifluoracetat-Salz^ und 4-Acetophenoncarbonsaure-fN-hvdroxysuccinimidVester 
Chlorambucilcarbonsaurehydrazid (Trifluoracetat-Salz; 721 mg; 1,67 nmiol) v^rde in 30 ml 
Tetrahydrofiiran gelost und unter Ruhren bei Raumtemperatur mit 4-Acetophenoncarbonsaure- 
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(N-hydroxysuccinimid)-ester (479 mg; 1,83 mmol) versetzt. Nach 20 Minuten wurde die 
Reaktionslosung eingedampft. Der Ruckstand wurde aus Essigester/Hexan umkristallisiert; 
Ausbeute: 290 mg (0,66 mmol; 40 % d. Th.) hellgelbe Kristalle; (C27H3 1N4O6CI2, Mr 577), 
berechnet: C 56,2 % H 5,4 % N 9,7 % CI 12,1 %; gefimden: C 56,3 % H 5,6 % N 12,4 %, CI 
11,7%. 

N' -f2-MaleinimidoethvloxvcarbonvlV5-fluorouracil 

500 mg (3,84 mmol) 5-Fluorouracil wurden in 100 ml Tetrahydrofiiran geldst und mit 505 mg 
(696 nl; 4,99 mmol) Triethylamin versetzt. Zu dieser Losung wurden 1016 mg (4,99 mmol) 
Chlorameisensaure-2-maIeinimidoethyIester, gelost in 100 ml Tetrahydrofiiran, zugetropft und 
der Ansatz 15 h lang bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im 
Wasserstrahlvakuum entfemt und der Ruckstand saulenchromatographisch gereinigt 
(LOBAR®-saule; Lauftnittel: Essigester/ Hexan 1,5/1; Ausbeute: 61 %); Schmelzpunkt: 
132°C; Rf-Wert: 0,64 (Diol; Essigester/Hexan 2/l).berechnet: C: 44,29 % 
H: 2,68 % N: 14,09 % (Cl 1H8N3O6F);. gefunden: C: 44,29 % H: 2,68 % N: 13,58 % 

N^ -(m-MaleinimidobenzovloxvmethvlV5-fluorouracil 

1500 mg (1 1,55 mmol) 5-Fluorouracil und 2,25 ml (25,4 mmol) 37 %ige Formaldehydlosung 
wurden 2 h lang unter Ruhren auf 60°C erwftrmt. AnschlieBend wurde das Wasser im 
Hochvakuum entfernt und der Ruckstand unter Zugabe von 20 mg DMAP in 80 ml 
Tetrahydrofiiran gelost. Zu dieser L6sung wurden 3,01 g (13,85 mmol) m- 
Maleinimidobenzoesaure und 2,858 g (13,85) DCC, geldst in 50 ml Tetrahydrofiiran, 
zugegeben und anschlieBend 15 h lang bei Raumtemperatur geriihrt. Der Niederschlag wurde 
abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfemt. Der Ruckstand wurde in etwa 20 ml 
Essigester aufgenommen und vom Ungeldsten abfiltriert. Die Losung wurde eingedampft und 
der Ruckstand chromatographiert (1. Kieselgel (Essigester/Hexan 2/1); Ausbeute: 5 % weiBes 
Pulver); Schmelzpunkt: Zersetzung >250°C; Rf-Wert: 0,32 (Essigester/Hexan 2/1). 
Elementaranalyse: berechnet: C: 55,98 % H: 2,92 % N: 12,24 % 

(C16H10N3O6F) gefiinden: C: 55,51 % H: 2,87 % N: 1 1,72 % 

3 '-Aminoamidderivat von Doxorubicin mit p-Maleinimidoohenvlessigsaurechlorid 
500 mg'(0.86 mmol) Doxorubicin Hydrochlorid wurden in 50 ml absolutem DMF gelost und 
1013 mg (4.30 mmol)/?-Maleinimidophenylessigsaurechlorid und 719 \i\ (522 mg; 5.16 mmol) 
Triethylamin zugegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur 15 h lang geriihrt, DMF 
unter Hochvakuum entfemt und der ROckstand in 5 ml Tetrahydrofiiran gelost, filtriert und 
uber eine Kieselgelsaule (Tetrahydrofiiran/Hexan 3/1) gereinigt: 189 mg des roten Produktes 
(29 %); RrWert: 0.26 (Ethylacetat/Hexan 3/1); Schmelzpunkt: 110 °C; C39H36N2O14: 
berechnet: C 61,84 % H 4.75 % N 3,70 %. gefiinden: C 61,35 % H 5,14 % N 3,45 %. 
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C- 1 3-Benzovlhvdra2onderivat von Doxombicin und 4>(flvf-Hvdroxvsucciniinido) 
carbonvnbenzovlhydrazid Trifluoracetat 

0.2 mmol Doxorubicin Hydrochlorid und 1.0 mmol 4-((N-Hydroxy- 
succtmmido)carbonyl)benzoylhydrazid (Trifluoroacetat-Salz) wurden in 100 ml absoluten 

5 Methanol gelost. Zu dieser Losung wurden 100 ^1 CF3COOH zugegeben und die 
Reaktionsmischung 36 h lang bei Raumtemperatur geruhrt. Die Losung wurde anschlieBend 
auf etwa 50 ml eingeengt. Acetonitril wurde bis zur Trubung zugegeben und die Suspension 
bei -20 ""C 24 h lang kaltgestellt. Das Produkt wurde durch Zentrifiigieren gesammelt und aus 
Methanol/Acetonitril umkristallisiert: 276 mg, RpWert (reverse phase, Acetonitril/0.005 M 

10 NaH2P04 (pH 5.0) = 70/30): 0.33, Schmelzpunkt: > 200 °C (Zersetzung), C39H4oN40,4CI: 
berechnet: C 56,83 % H 4,86 % N 6,80 % CI 4,31 %; gefiinden: C 57.04 % H 5,14 % N 6.55 
% CI 4,12%. 

Das Verfahren fiir die Herstellung der Maleinimidderivaten mit cis-konfigurierten Platin(II)- 
15 Einheiten wird durch foigendes Beispiel eriautert: N-(0-(3-Maleinimidobenzoyl)-2- 
hydroxyethyl)-l,2-diaminoethandichloroplatin(Il) - vierstufige Synthese. 

N'f 2-HvdroxvethvlVN.N^bis-tertiarbutvloxvcarbonvU 1 >2-diaminoethan 

Zu einer Losung von 20.8 g (200 mmol) N-(2-Hydroxyethyl)-l,2-Diaminoethan in 100 ml 

20 Dichlormethan werden 47.96 g (220 mmol, 0.5 eq) bis-Tertiarbutyloxycarbonylanhydrid, 
geibst in 200 ml Dichlormethan innerhalb von 1 h bei Raumtemperatur zugetropft. Der Ansatz 
wird fiir 1 2 h bei Raumtemperatur geruhrt, dann mit 1 00 ml Diethylether verdunnt und mit 
150 ml Wasser extrahiert. Nach dem Trocknen der organischen Phase uber Natriumsulfat wird 
i Vak. eingeengt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt durch Saulenchromatographie 

25 (Ethylacetat/Hexan (1:1,5), Rf-Wert (Ethylacetat/Hexan 1:1,5): Rf = 0.18; Ausbeute: 
30 g (98.68 nrunol). Elementaranalyse fur C14H28N2O5 (304 g/mol); berechnet: C: 55.26%, 
H: 9.21%, N: 9.21%; gefiinden: C: 55.50%, H: 9.18%, N: 9.02 

N"(0-(3-MaleinimidobenzovlV2'hydroxvethyn-N.N'-bis-tertiarbutvloxvcarbonvM.2- 
30 dianiinoethan 

Zu einer Losung von 8 g (26.3 mmol) N-(2-HydroxyethyI)-N,N'"bis-tertiarbutyloxycarbonyI- 
1,2-diaminoethan in 50 ml Tetrahydrofiiran und 4 ml (28.9 mmol, 1.1 eq) Triethylamin werden 
6.82 g (29 nrunol, 1.1 eq) Maleinimidobenzoesaurechlorid, gelost in 100 ml Tetrahydrofiiran, 
bei Raumtemperatur unter Ruhren innerhalb I h zugetropft. Nach weiteren 8 h Riihren bei 
35 Raumtemperatur ist laut DC vollstandiger Umsatz erreicht. Das bei der Reaktion gebildete 
Triethylammoniumchlorid wird abfiltriert. Nach Entfernen von Tetrahydrofiiran und 
uberschussigem Triethylamin i. Vak. wird das anfallende 01 saulenchromatographisch gereinigt 
(Kieselgel: Ethylacetat/Hexan (1:1), Rf-Wert (Ethylacetat/Hexan 1:1) = 0.2, Ausbeute: 
9.6 g (19.1 mmol) des Produkts in Form eines gelben Ols, entsprechend 72.6% der theoretisch 

24 



7/13/06, EAST Version: 2.0.3.0 



wo 98/10794 



PCT/DE97/02000 



moglichen Ausbeute. Elementaranalyse for C25H33N3O8 (503 g/mol); berechnet: C: 59.64%, 
H: 6.56%, N: 8.35%; gefiinden: C: 60.04%, H: 6.77%, N: 8.24% 

N>(0-f 3-Mal einimidobenzovn-2-hvdroxvethvl V 1 .2-diaminoethan Dihvdrochlorid 

6 g ( 1 1 .93 mraol) N-(0-(3-Maleinimidoberuoyl)-2-hydroxyethyl)-N,N'-bis-tertiarbutyloxy- 
carbonyl-l, 2-diaminoethan werden mit 60 ml (5 eq) einer IM Losung von HCl in Diethylether 
unter Ruhren bei Raumtemperatur versetzt. Nach 48 h Ruhren bei Raumtemperatur wird der 
feinkristalline Niederschlag uber eine G4-Glasfntte abgesaugt, durch mehrmaliges Waschen mit 
wasserfreiem Ether von HCl-Resten befreit und i. Vak. getrocknet. Man erhalt 
3,0 g (7.98 mmol) des Produkts als feinpudrigen, gelben FeststofF, entsprechend 66.9% der 
theoretisch mfiglichen Ausbeute. Elementaranalyse fur C15H19N3O4CI2 (375.9 g/mol) 
berechnet: C: 47.89%, H: 5,05%, N: 11.17%, CI: 18.86% 
gefunden: C: 46.97%, H: 5.42%, N: 10.03%, CI: 17.63% 

N-fO-n-M aleinimidobenzovn-2-hvdroxvethvn-1.2-diaminoethandichloroplatinni) 
104 mg (0.25 mmol) K2PtCl4 und 94.2 mg (0.25 mmol) N-(0-(3.Maleinimidoben2oyl)-2^ 
hydroxyethyO-l, 2-diaminoethan Dihydrochlorid werden in jeweils 5 ml 
20% TetrahydrofuranAVasser gelost und portionsweise vermischt. Die zunachst rote KaPtCU- 
Lbsung wird zunehmend entfarbt, es bildet sich ein hellgelber Niederschlag. Etwa 1 h nach der 
letzten Zugabe kann das Pr^ipitat durch eine G4-Glasfritte abgesaugt werden. Es wird 
sukzessive mit kleinen Portionen Wasser, 20% TetrahydrofuranAVasser und zuletzt mit 
Diethylether gewaschen. Nach dem Trocknen i. Vak. erhalt man 106 mg (0.1 8 mmol) des 
Produktes als feinkristalline Substanz, entsprechend 72% der theoretisch moglichen Ausbeute. 
Elementaranalyse fur Ci5H]7N304PtCl2 (569 g/mol); berechnet: C: 3163%, 
H: 2.99%, N: 7.38%, Pt: 34.29%, CI: 12.46%; gefunden: C: 31.19%, H: 3.37%, N: 6.79%, Pt: 
32.35%, CI: 12.95% 

Schritt 3: Thiolierung des Tragerproteins 

Das Verfahren fiir die Thiolierung wird durch folgendes Beispiel genauer dargestellt: 32 mg 
humanes Serumtransferrin (98 % kristallin, IVIr 80000) [bzw. 28,4 mg humanes Serumalbumin 
(98 % kristallin, Mr 66500)] werden in 1 ml mit Argon entgastem Puffer (0, 1 M Natriumborat, 
0,001M EDTA, 0,15 M NaCl - pH = 8,0) gelost (c(Transferrin/Albumin) = 4,0 x 10^"* M) 
gelost und mit 100 ^1 einer frisch hergestellten 4 x 10'^ M Iminothiolanlosung (5,5 mg 
Iminothiolan gelost in 1 ml entgastem Puffer (0,1 M Natriumborat, 0,15 M NaCI, 0,00 IM 
EDTA - pH = 8,0) versetzt. Nach 60-70 min wird das iiberschussige Iminothiolan durch 
Gelfiltration (Saule 1,0 cm x 10 cm, Sephadex G.25) mit dem Laufpuffer 0.05 M 
Natriumborat, 0.1 5M NaCI - pH 7,5 vom thiolierten Transferrin bzw. Albumin getrennt. Die 
Proteinkonzentration nach erfolgter Gelfiltration wurde bei 280 nm e280 = 92 300 M'l cm"', 
c[Transferrin] = 2.4 x 10'"* M) bzw. 8280 = 35 700 M"! cm-^ (c[Albumin] = 2,2 x lO""* M) 
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und die Anzahl der eingefuhrten HS-Gnjppen mit EUmanns Reagenz bei 412 nm 6412 = 13 
600 M-l cm-^) bestimmt (c[HS-Gruppen] = 7,4 x lO'"* M bzw. 7,7 x 10"^ M). Das Verhaltnis 
c[HS-Gruppen]/c[Transferrin] betmg demnach 3,1 und das Verhaltnis c[HS- 
Gnippen]/c[ Albumin] betrug 3,5. Die folgenden Tabellen fassen die Reaktionsbedingungen 
5 zusammen, durch die eine unterschiedliche Anzahl von HS-Gruppen in Transferrin bzw. 
Albumin eingefuhrt werden: 



Tabelle la. Reaktionsbedingungen fur die Einfiihning von HS-Gruppen in Transferrin 



c[lminothiolanl/ 
cfProtein] 


Reaktionszeit, min 


Temperatur, °C 


Anzahl eingefiihrter 
HS-Gruppen/Protein 


10:1 


60-75 


0-5 


1 


10: 1 


60-75 


20-25 


2-3 


20:1 


60-75 


20-25 


5-6 


30: 1 


60-75 


20 - 25 


9-10 


40: 1 


60-75 


20-25 


12-13 


50: 1 


60-90 


20-25 


15-16 


70 : I 


60 -90 


20-25 


20-21 


Tabelle lb« Reaktionsbedingungen fiir die Einfuhrung von HS-Gruppen in Albumin 


c[Iniinothiolan]/ 
c[Proteinl 


Reaktionszeit, min 


Temperatur, °C 


Anzahl eingefiihrter 
HS-Gruppen/Protein 


10; I 


60-75 


0-5 


1 


10: 1 


60-75 


20-25 


2-3 


20:1 


60-75 


20-25 


5-6 


30: 1 


60-75 


20-25 


9-10 


50: 1 


60-95 


20-25 


15-16 


100 : 1 


60-90 


20-25 


30-32 



Die so thiolierte Proteinprobe wurde direkt fur die folgende Reaklion im Schritt 4 verwendet. 

Schritt 4: Kopplung der Derivate der zytostatischen Verbindungen (Schritt 2) an das 
15 thiolierte Tragerprotein (Schritt 3) bzw. an Polyethylengykole: 

Meihoden- FPLC fur die Herstcllung der Konjugate: P-500 pump, LCC 501 Controller 
(Pharmacia) und LKB 2151 UV-Monitor, Puffer: Standardborat: 0.025 M Natriumborat, 0.15 
M NaCl - pH 7.5 oder Phosphatpuffer: 0.004 M Natriumphosphat, 0. 15 M NaCl - pH 7.4. Die 
Proteinkonzentration des Konjugats v^rde mit dem BCA-Protein-Essay von Pierce (USA) 
20 bestinmit 
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Transferrinko niugat mit dem 3'-Aininoamidderivat von Doxorubicin und p- 
Maleinimidophenvlessipsaure ( Amid | ) 

3,5 ml thiolierte Transferrinprobe (3,3 eingefuhrte HS-Gnippen) wurden auf 30 ml mit 
Standardborat verdiinnt und 1,0 ml einer Losung von Amid) (Mr 742.68) in DMF (1,8 mg 
5 geldst in 1,0 ml DMF) zugegd)en und vermischt. Nach 10 min wurde die Losung auf ungefahr 
2,0 ml mit CENTRIPREP®-10-Konzentratoren von Amicon, FRG (60 min bei 4 ^'C und 4500 
U/min) eingeengt. Die konzentrierte Probe wurde (5 min) mit einer Sigma 112 Zentrifuge 
zentrifiigiert und der Oberstand auf eine Sephadex® G-25F Saule (S^ule 1,0 cm x 10 cm) ' 
gegeben und das Konjugat isoliert (Retentionsvolumen: 3,5 - 7,0 ml). Die Menge an 
10 gebundenem Doxorubicin wurde mit Hilfe der Epsilonwerte fur Doxorubicin 6495 = 10 650 
M"' cm-' bestimmt, von dem der entsprechende Beitrag von Transferrin bei dieser 
Wellenlange abgezogen wurde E[Tf|495 = 4100 M"' cm"' . Die Konzentration des gebundenen 
Doxorubicins betnig 322 ^iM und die von Transferrin 101 ^iM. 

Albuminkoniueat de s Carboxvlhvdrazonderivat von r4-(4-bisf2-chlorethvl)amino- 
phenvHIbutters aurehydrazid und 4-Acetophenoncarbonsaure-fN-hvdroxvsuccinimid)-ester 
66,5 mg Albumin, gelost in 2,2 ml 5 ml PhosphatpuflFer, wurden mit 0.1 ml einer Losung des 
Carboxylhydrazonderivat in DMF (1,2 mg gelost in 0,1 ml DMF) vermischt, nach 10 min 
zentrifiigiert und der Oberstand auf eine Sephadex® G-25F Saule (Saule 1,0 cm x 10 cm) 
2(1 gegeben und das Konjugat isoliert (Retentionsvolumen: 3,7-7,1 ml). Die Menge an 
gebundenem Chlorambucil wurde mit Hilfe des Tests nach Epstein (Epstein et al., Anai. Chem, 
1955, 27, 1435-1439) bestimmt. Sie betrug bei diesem Arbeitsvorgang 280 jiM. 

Polvethvlenglvkol koniugat bestehend aus CHiO-PEG-SH 20000 fg-Methoxv-CD-thio- 
2? Polvethvlenglvkoh und N-fO>(3-Maleinimidobenzovh-2-hvdroxvethvn-L2-diaminoethan- 
dichloroplatinfll) 

100 mg CH3O-PEG-SH 20000 (0,005 mmol) werden in 5 ml Phosphatpuffer gelost und mit 
5.7 mg (0,01 mmol) N-(0-(3-Maleinimidobenzoyl)-2-hydroxyethyl)-l ,2-diaminoethan- 
dichloroplatin(II), gelost in 250 ^1 DMF, vermischt. Nach 20 min wurde die 
30 Reaktionsmischung zentrifiigiert und der Oberstand auf eine Sephadex® G^25F Saule (Saule 
2,0 cm x 1 5 cm) gegeben und das Konjugat isoliert. Die Menge an gebundenem Platinkomplex 
wurde mit Hilfe des Tests nach Gonias und Pizzo (Gonias, S.L., Pizzo, S.V. J.BiolChem. 
1982, 258, 5764-5769) bestimmt. Sie betrug bei diesem Arbeitsvorgang 380 ^M, 

35 Polvethvlenelvkolkonjugat bestehend aus HS-PEG«SH 20000 (a.a)-Bis-thin- 
Polvethvlcnelvkon und N ^ -(2-Maleinimidoethvloxvcarbonvn-5-fluorouracil 
100 mg HS-PEG-SH 20000 (0,005 mmol) werden in 5 ml PhosphatpuflFer gelost und mit 3.0 
mg (0,01 mmol) N'-(2-Maleinimidoethyloxycarbonyl)-5-fluorouracil, gelost in 250 jal DMF, 
vermischt. Nach 30 min wurde die Reaktionsmischung zentrifijgiert und der Oberstand auf eine 
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Sephadex® G-25F Saule (Saule 2,0 cm x 15 cm) gegeben und das Konjugat isoliert. Die 
Menge an gebundenem 5-Fluorouracil wurde bei 8260 ~ ^^20 M"' cm'^ bestimmt. Sie betrug 
bei diesem Arbeitsvorgang 460 fiM. 

5 Konjugat bcstehend aus mit Doxorubicin (Amid ) ) beladenem Albumin und Transferrin 

30 mg Humanserumalbumin wurden in 2,0 ml mit Argon entgastem 0,1 M Natriumborat, 
0,001 M EDTA, 0,15 M NaCI - pH = 8,0 bei Raumtemperatur (RT) gelost. Zu dieser 
Mischung wurden 183 ^1 einer Losung aus 2,9 mg Iminothiolan in 250^1 entgastem 0,1 M 
Natriumborat, 0,001 M EDTA, 0,15 M NaCl - pH = 8,0 zugegeben, gut durchmischt und 1 h 

10 bei RT inkubiert. Anschliefiend wurde iiberschiissiges Iminothiolan durch Gelfiltration 
abgetrennt. Die Messung der Proteinkonzentration, sowie der Konzentration an freien SH- 
Gruppen ergab folgende Werte: c[Albumin] = 1,44x10"^ mol/l, c[SH-Gruppen] = 1,25x10'^ 
mol/l. Die durchschnittliche Zahl der SH-Gruppen pro Albuminmolekul ergab sich aus dem 
Quotienten beider Konzentrationen zu 8.7. 

15 2,0 ml dieser thiolierten Aibuminlosung wurden fur die weitere Umsetzung verwendet. Um 7 
der 8,7 SH-Gruppen pro Protein mit 3 -Aminoamidderivat von Doxorubicin und p- 
Maleinimidophenylessigsaure (Amid]) abzus&ttigen wurde die EiweiBlosung zunachst mit 
Standardboratbuffer auf 10 ml verdiinnt. Dann wurden unter Schutteln 40^l einer Losung von 
40 mg Amid] in 1 ml DMF zugegeben und 10 Minuten lang bei RT inkubiert. Danach wurde 

20 die Probe 5 min lang zentrifijgiert (3000 g, 4 ""C). Der Uberstand wurde mit Centricon 3000- 
Konzentratoren® (Fa. Amicon) auf ein Volumen von etwa 1 ml eingeengt (3000g, 3x15 min, 4 
""C). Aiischlieliend wurden 25 mg Humanserumtransferrin in 1,2 ml in mit Argon entgastem 
Puffer (0,1 .M Natriumborat, 0,001 M EDTA, 0,15 M NaCI - pH = 8,0) gelost. Zu dieser 
Mischung wurden 15 \i\ einer Losung aus 2,9 mg Iminothiolan in 250^1 in mit Argon 

25 entgastem Puffer (0, 1 M Natriumborat, 0,001 M EDTA, 0, 1 5 M NaCI - pH = 8,0) zugegeben, 
durchmischt und 1 h lang bei RT inkubiert. Anschliefiend wurde uberschussiges Iminothiolan 
durch Gelfiltration abgetrennt. Die Messung der Proteinkonzentration sowie der Konzentration 
an fireien SH-Gruppen (Test nach EUmann) ergab folgende Werte: [Transferrin] = 1,20x10"* 
mol/l, [SH-Gruppen] = 1,96x10^ mol/l. Die durchschnittliche Zahl der SH-Gruppen pro 

30 Transferrinmolekul ergab sich aus dem Quotienten beider Konzentrationen zu 1,6. 

1,9 ml der so thiolierten Transferrinldsung wurden fur die weitere Umsetzung zunachst mit 
Standardboratpuffer auf 10 ml verdunnt. Dann wurden der Reaktionsmischung 72 |il einer 
Losung von 10 mg l,4-Diamino-N,N'-di-m-maIeinimidobenzyl-butan in 200 nl DMF 
zugegeben. Nach 10 min bei RT wurde die tnibe Mischung zentrifiigiert (5 min, 3000 g, 4 °C). 

35 Die uberstehende Losung wurde abdekantiert und in einem Centricon® 3 000 Konzentrator auf 
ein Volumen von 600 |iil eingeengt. Zur Entfemung iiberschussigen Bismaleinimid wurde uber 
Sephadex 25 gefiltriert. 

1500 ^i einer Losung mit dem so modifizierten Transferrin wurden zu 500 ^1 der obigen mit 
Doxorubicin beladenen Albuminldsung gegeben, gut vermischt und 15 min lang bei RT 
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inkubiert, AnschlieBend wurde die Losung in Microcon 10 Konzentratoren® (Fa Amicon) auf 
ein Volumen von 150 \x\ eingeengt. Die konzentrierte EiweiBlosung wurde 
gelchromatographisch in ihre Bestandteile (Monomere, Dimere, Oligomere) getrennt. 
Saulendimension: h: 40 cm, 0: 1 cm. Loop: 100 jil, stationare Phase: Superdex 200 
5 Pharmacia, mobile Phase: BoratpufTer; pH 6,8; +4 Nj -begast, Flu6: 1 ml/min, Detektion: 
photometrisch, X= 280 nm, Retentionsvolumina: Oligomere: 9.5 ml - 11. 5 ml, Trimere: 1 1,7 ml 
- 12,6 ml, Dimere: 12,7 ml - 14,4 ml, Monomere: 14,5 ml - 18,5 ml 
Die Ausbeute der gewiinschten Dimere bezuglich des eingeseuten Amidj betrug 20 - 30 %. 



10 



15 



20 



Biologische UnCersuchungen 

Als Beispiel fur die in vitro und in vivo Wirksamkeit der Konjugate werden die biologischen 
Daten der unten abgebildeten Doxorubicin-Konjugate aufgefuhrt, die reprasentativ fiir das 
Aktiyitats- bzw Toxizitatsprofil der in der Erfindung offenbarten Konjugate sind. Die 
Wirksamkeit der Konjugate wurde mit einem „colony forming assay" und mit Hilfe des 
BrdU(5-Brom-2'-desoxyuridin)-Einbaus gemaB wissenschaftlicher Gepflogenheit in der 
Zellkultur bestimmt. Als Beispiele sind die IC7o-Wcrte („colony forming assay" - sieben 
Xenografts) folgender Doxorubictn-Konjugate aufgezeigt: Protein = Transferrin (T) oder 
Albumin (A) 




protein 



DOXO-ARZID 
DOXO-HYD 



iC70-Werte in sieben Human-Tumor-Xenografts (colony forming assay) 



Human-Tumor- 


T-DOXO- 


T-DOXO- 


DOXORUBICIN 


A-DOXO- 


A-DOXO- 


Xenograft 


HYD 


ARZID 




ARZID 


HYD 


bladder BXF 1299 


1.48 


0.09 


0.50 


0.06 


0.10 


lung LXFL 529 


0.054 


0.06 


0.02 


0.03 


0.04 


lung LXFS 538 


0.04 


0.04 


0.02 


0.001 


0.01 


matmna MAXFMXl 


0.04 


0.04 


0.02 


0.01 


0.10 


melanoma MEXF989 


0.29 


0.23 


0.30 


0.34 


0.30 


prostate PC3MX 


0.02 


0.03 


0.03 


0.02 


0.06 


prostate DU145X 


0.12 


0.08 


0.35 


0.24 


0.21 



29 



7/13/06, EAST Version: 2.0.3.0 



wo 98/10794 



PCT/DE97/02000 



Unter diesen experimentellen Bedingungen zeigten die wie vorstehend aufgefuhrt 
synthetisierten Konjugate eine der ungebundenen zytostatischen Verbindung gleichwertige 
bzw. hohere Wirksamkeit. Entsprechende Polyethylenglykolkonjugate zeigten ein ahnliches 
Verhalten. 

5 Des weiteren zeigen die oben abgebildeten Konjugate im Vergleich zum freien Doxombicin in 
den xenotransplantierbaren Nacktmausmodellen Mammacarcinoma MDA-MB-435 und 
Mammacarcinoma MCF-7 insgesamt eine gegeniiber dem freien Doxorubicin deutlich 
verringerte Toxizitat (verringerte Letalitat und Korpergewichtsreduktion, weniger 
Nebenwirkungen im GastrointestinaUBereich) und eine Stabiiisierung der relativen 

10 Tumorvolumenzunahme bei gleicher bzw. verbesserter tumorhemmender Wirksamkeit auf, wie 
am Beispiel des Transferrinkonjugats T-DOXO-HYD tabellarisch dargestellt: 

Tierc: Ncr:nu/nu weiblich; Tumor: Mammacarcinom MCF-7 s.c. 
Therapie: Tag(d) 16, Tag{d)23 i,v. 

15 



Anzahi der 


Substanz 


Dosis 


Mortalitat 


Korperge- 


Optimum 


MHuse 




(mg/Kg/inj.) 


(d) 


wichtsverlust (%) 


T/C (%) 










dJ3-23 




8 


NaCI 






4 




8 


Doxorubicin 


4 




-5 


61 


8 


Doxorubicin 


8 


1(26) 


-15 


39 


7 


Doxorubicin 


12 


7 (25-33) 


-21 




8 


T-DOXO-HYD 


4 




-4 


82 


8 


T-DOXO-HYD 


8 




-4 


42 


8 


T-DOXO-HYD 


12 




-6 


21 



Die Dosis bezieht sich auf die vorhandene Menge Doxorubicin. Bei aquimolarer Dosis (8 
mg/Kg) zeigt T-DOXO-HYD eine dem Doxorubicin vergleichbare Wirksamkeit bei 
verminderter Letalitat und Korpergewichtsreduktion. Bei der im Versuch eingesetzten 
20 Hochstdosts (12 mg/Kg) tritt bei der Therapie mit Doxorubicin eine sehr hohe Letalitat (5 von 
7 bzw. 7 von 7 Tieren) auf Die Therapie mit dem Transferrinkonjugat weist bei dieser Dosis 
keine Letalitat auf, die antitumorale Wirksamkeit ist besser. 
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Anspruche 

1. Transferrin^, Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate, dadurch erhaltlich, daB man eine 
derivatisierte zytostatische Verbindung, bestehend aus der zytostatischen Verbindung und 
einem eine Maleinimidgruppe aufweisendem Spacermolekul, an thioliertes Transferrin oder 
Albumin mit im Mittel 1 bis 30 HS-Gmppen oder an Polycthylenglykol mit mindestens einer 
HS- Oder H2N-Gruppe und mit einer Masse zwischen etwa 5000 und 200 000 Da koppelt, 
wobei etwa 1 bis 30 Molekule der derivatisierten zytostatischen Verbindungen an ein Molekul 
Transferrin, Albumin oder Polyethylenglykol gebunden sind, 

Oder daB man eine derivatisierte zytostatische Verbindung, bestehend aus der zytostatischen 
Verbindung und einem eine N-Hydroxysuccinimidestergruppe aufweisendem Spacermolekul, 
an Transferrin oder Albumin oder an Polyethylenglykol mit mindestens fciner HO- oder H2N- 
Gruppe und mit einer Masse zwischen etwa 5000 und 200 000 Da koppelt. wobei etwa 1 bis 
30 Molekule der derivatisierten zytostatischen Verbindungen an ein Molekul Transferrin, 
Albumin oder Polyethylenglykol gebunden sind, 

Oder dadurch erhaltlich, daB man thioliertes Albumin mit 2 bis 30 Aquivalemen der 
derivatisierten zytostatischen Verbindung, bestehend aus der zytostatischen Verbindung und 
einem eine Maleinimidgruppe aufweisende Spacermolekul, beladt und mit Transferrin oder 
einem nrionoklonalen Antikdrper, der gegen ein tumorassoziiertes Antigen gerichtet ist, uber 
eine Bismaieinimidverbindung konjugiert. 

2. Transferrin-, Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate gemaB Anspruch 1, dadurch 
erhaltlich, daB man eine derivatisierte zytostatische Verbindung, bestehend aus einer 
zytostatischen Verbindung aus der Gruppe der Anthrazykline, der Stickstofflostderivate, der 
Purin- Oder Pyrimidinantagonisten, der Folsaureantagonisten, der Taxoide, der Camptothecine, 
der Podophyllotoxinderivate, der Vinca-Alkaloide bzw. der cijr-konfigurierten Platin(Il)- 
Komplexe und einem eine Maleinimidgruppe auiweisendem Spacermolekul, an thioliertes 
Transfferrin oder Albumin mit im Mittel 1 bis 30 HS-Gruppen oder an Polyethylenglykol mit 
mindestens einer HS- oder H2N-Gruppe und mit einer Masse zwischen etwa 5000 und 200 000 
Da koppelt, wobei etwa 1 bis 30 Molekule der derivatisierten zytostatischen Verbindungen an 
ein Molekul Transferrin, Albumin oder Polyethylenglykol gebunden sind, 
Oder daB man eine derivatisierte zytostatische Verbindung, bestehend aus einer zytostatischen 
Verbindung aus der Gruppe der Anthra^kline, der Stickstofflostderivate, der Purin- oder 
Pyrimidinantagonisten, der FolsAureantagonisten, der Taxoide, der Camptothecine, der 
Podophyllotoxinderivate, der Vinca-Alkaloide bzw. der m-konfigurierten Platin(II)-Komplexe 
und einem eine N-Hydroxysuccinimidestergruppe aufweisendem Spacermolekul, an Transferrin 
Oder Albumin oder an Polyethylenglykol mit mindestens einer HO- oder H2N-Gruppe und mit 
einer Masse zwischen etwa 5000 und 200 000 Da koppelt, wobei etwa 1 bis 30 Molekule der 

31 



7/13/06, EAST Version: 2.0.3.0 



wo 98/10794 



PCT/DE97/02000 



derivatisierten zytostatischen Verbindungen an ein Molekiil Transferrin, Albumin oder 
Polyethylenglykol gebunden sind, 

Oder dadurch erh^ltlich, daB man thioliertes Albumin mit 2 bis 30 Aquivalenten der 
derivatisierten zytostatischen Verbindung, bestehend aus etner zytostatischen Verbindung aus 

5 der Gruppe der Anthrazykline, der Stickstofflostderivate, der Purin- oder 
Pyrimidinantagonisten, der Folsaureantagonisten, der Taxoide, der Camptothecine, der 
Podophyllotoxinderivate, der Vinca*Alkaloide bzw. der c/5-konfigurierten Platin(Il)-KompIexe 
und einem eine Maleinimidgruppe auiweisendem Spacermolekul, beladt und mit Transferrin 
oder einem monoklonalen Antikorper, der gegen ein tumorassoziiertes Antigen gerichtet ist, 

10 uber eine Btsmaleinimidverbindung konjugiert. 

3. Transferrin-^ Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate gemaB einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch erhaltlich, daB man 

a) Doxorubicin, Daiinorubicin, Epirubicin, Idarubicin, Mitoxandron, Chlorambucil, Melphalan, 
15 5-Fluorouracil, 5'-Desoxy-5-fluorouridin, Thioguanin, Methotrexat, Paclitaxel, Docetaxel, 
Topotecan, 9-Aminocamptothecin, Etoposid, Teniposid, Mitopodozid, Vinblastin, Vincristin, 
Vindesin, Vinorelbin oder eine Verbindung der allgemeinen Formel 1, II, III oder IV: 

Formel I Formel II 



20 




n = 0-6, X = -NH2» "OH, -COOH, -0-CO-R-COR*. -NH-CO-R-COR*, worin R eine 
25 aliphatische Kohlenstoffkette mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder eine substituierte bzw. 
unsubstituierte Phenylengruppe und R* H, Phenyl, AlkyI mit 1-6 Kohlenstoffatomen ist, und 
die Aminiunktionen mit einer Schutzgruppe wie der /er/.-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe 
versehen sind, 

30 mit einer Maleinimidverbindung der allgemeinen Formel V, VI oder VII 
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Fontiel V Formel VI 

° .9 ^ 

N— R— Y II N— R — C-NH-N=C-R-Y 






Formel VII 



R* . O 
N— R~C=N— NH— C— R-Y 



5 O 

worin fur den Fall. daB R eine aliphatische Kohlenstoffkette mit 1-6 KohlenstofTatomen 
bedeutet, Y = -OH, -COOH. -COCl. -C0NH-(CH2)n-0H, -COO-(CH2)n-NH2. 
-CpO-(CH2)n-NHNH2 , -SO3H, -SO3CI, -SO2-NHNH2. -0-COCI, -CHO. -COR* mit n = 
1-6 und R* = H, Phenyl. Alkyl mit 1-6 KohlenstoflFatomen ist, und worin fiir den Fall. daB R 

10 eine substituierte bzw. unsubstituierte Benz^gruppe oder eine substituierte bzw. 
unsubstituierte Phenylengruppe bedeutet, Y = -OH, -COOH, -COCl, -C0NH-(CH2)n-0H, 
-COO-(CH2)n-NH2, -C00-(CH2)n-NHNH2 , -SO3H, -SO3CI, -SO2-NHNH2, -O-COCl, 
-CHO, -COR*. -CO-1^4HNH2 mit n = 1-6 und R* = H. Phenyl, Alkyl mit 1-6 
Kohienstoifatomen ist, ' • 



Oder mit einer N-Hydroxysuccinimidverbindung der allgemeinen Formel VIII, IX oder X 
Formel VIll Formel IX: 




O 

N-0— C — R-Y 




N-O— C — R— C— NH-N=C-R— Y 



20 



o 




Formel X 



O R* 

II I 



fl 



,N-0^ — R— C=N— NH — R— Y 

b 

umsetzt, worin R eine substituierte bzw. unsubstituierte Phenylengruppe bedeutet, Y = -OH, 
25 -NH2. -NHNH2. -COOH, -COCl. -C00-(eH2)n-0H. -CONH-(CH2)n-NH2. 
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-COOKCH2)n-NHNH2 , -SO3H, -SO3CI, -SO2-NHNH2, -0-COCl, -CHO, -COR*, 
-CO-NHNfH2 mit n = 1-6 und R* = H, Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen ist, 
wobei bei den aus den Verbindungen der allgemeinen Foitnel I, II oder III erhaltenen Derivate 
. die Schutzgruppe entfemt wird und die so erhaltenen Amine mit einem Tetrachloroplatinat- 
5 Salz zu den entsprechenden cis-konfigurienen Platin(II)-Komplexen umgesetzt werden, und 
wobei die aus den Verbindungen der allgemeinen Formel IV erhaltenen Derivate nut cis- 
[PtA2B] (A = Halogen, B = (NH3)2, Ethylendiamin, Propandiamin, 1,2-Diaminocyclohexan) zu 
den entsprechenden Platin(II)-Komplexen umgesetzt werden, 

10 so daB Maleinimidderivate bzw. N-Hydroxysuccinimidester-Derivate von zytostatischen 
Verbindungen bereitgestellt werden, wobei die chemische Verknupfung swischen 
zytostatischer Verbindung und Maleinimidverbindung bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindung 
durch eine Amid-, Ester-, Imin-, Hydrazon-, Carboxylhydrazon-, Oxycarbonyl-, Acetal- oder 
Ketalbindung erfolgt, und 



b.) das so erhaltene Maleinimidderivat an thioliertes Transferrin oder Albumin mit im Mittel 1 
bis 30 HS-Gruppen oder an Polyethylenglykol mit mindestens einer HS- oder H2N-Gruppe und 
mit einer Masse zwischen etwa SOOO und 200 000 Da koppelt, wobei etwa 1 bis 30 Molekule 
der in Stufe a) erhaltenen Maleinimidderivate an ein Molekul Transferrin, Albumin oder 

20 Polyethylenglykol gebunden sind, 

oder das so erhaltene N-Hydroxysuccinimidester-Derivat an Transferrin, Albumin oder an 
Polyethylenglykol mit mindestens einer HO- oder H2N-Gruppe mit einer Masse zwischen etwa 
5000 und 200 000 Da koppelt, wobei etwa I bis 30 Molekule der in Stufe a) erhaltenen N- 
Hydroxysuccinimidester-Derivate an ein Molekttl Transferrin, Albumin oder Polyethylenglykol 

25 gebunden sind, 

oder thioliertes Albumin mit 2 bis 30 Aquivalenten der in Stufe a) erhaltenen 
Maleinimidderivate beladt und mit Transferrin oder einem monoklonalen Antikorper, der gegen 
ein tumorassoziiertes Antigen gerichtet ist, uber eine Bismaleinimidverbindung der allgemeinen 
30 Formel XI 



Z = -C0-NH.(CH2)n-NH-C0-, -C0-0-(CH2)n-0-C0-, -C-NH.(CH2)n-NH=C-, 
.C=N-NH.(CH2)n-NH-N=C-. -C=N-NH-C0.(CH2)n-C0-NH.N=C-, n = 2-12 



15 



Formel XI 
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4. Verfahren zur Herstellung der Transferrin-, Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate nach 
einem der vorhergehenden Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, daB man 
a) Doxorubicin, Daunorubicin, Epimbicin, Idarubicin, Mitoxandron, Chlorambucil, Melphaian, 
5-Fluorouracil, S'-Desoxy-S-fluorouridin, Thioguanin, Methotrexat, Paclitaxel, Docetaxel, 
Topotecan, 9-Aminocamptothecin, Etoposid, Teniposid, Mitopodozid, Vinblastin, Vincristin, 
Vindesin, Vinorelbin oder eine Verbindung der allgemeinen Formel I, II, III oder IV: 



10 



15 



Formel I 



c 



NH 
\ 

I 

X 

Formel III 

NH, 



I 

X 



Formel II 



NH, 




NHj 



I 

X 



Formel IV 

o 

II 



o — c 

II 

o 



^(CH^)— ; 



n = 0-6, X = -NH2, -OH, -COOH. -0-CO-R-COR*, -NH-CO-R-COR*, worin R eine 
aliphatische KohlenstofFkette mit 1-6 Kohlenstoffatomen oder eine substituierte bzw. 
unsubstituierte Phenylengruppe und R* H, Phenyl, Alkyl mit 1-6 Kohlenstoffatomen ist, und 
die Aminfiinktionen mit einer Schutzgruppe wie der rer/.-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe 
versehen sind. 



mit einer Maleinimidyerbindung der allgemeinen Formel V. VI oder VII 



20 




Formel V 
o 



N— n— Y 




N — R- 



Formel VI 



O R* 

II I 
■C-NH-N=C-R-Y 




Formel VII 



T 9 
N— R— C=N— NH— C— R-Y 
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worin fur den Fall, daB R eine aliphatische Kohlenstoffkette mit 1-6 KohlenstofFatomen 
bedeutet, Y = -OH, -COOH, -COCI, -C0NH-(CH2)n-0H, .COO-(CH2)n-NH2, 
-COO-(CH2)n-NHNH2 , -SO3H, -SO3CI, -SO2-NHNH2, -0-COCI, -CHO, -COR* mit n = 
1-6 und R* = H, Phenyl, AlkyI mit 1-6 KohlenstofFatomen ist, und worin fur den Fall, daB R 
eine substituierte bzw. unsubstituierte Benzylgruppe oder eine substituierte bzw. 
unsubstituierte Phenylengruppe bedeutet, Y = -OH, -COOH, -COCK -C0NH-{CH2)n-0H, 
COO-(CH2)n-NH2> -COO-(CH2)n-NHNH2 . -SO3H, -SO3CI, -SO2-NHNH2, -O-COCI, 
-CHO, -COR*, -CO.NHNH2 mit n = 1-6 und R* = H, Phenyl, AlkyI mit 1-6 
Kohlenstoffatomen ist, 

Oder mit einer N-Hydroxysuccinimidverbindung der allgemetnen Formel VIII, IX oder X 



O 



Formel VIII Formel IX; 

O 





0 0 R 



I* 



I 



o II . 

N-o— C— R-y ' N-O— C— R— C-NH-N=C-R-Y 
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Formel X 




T 9 

C=N— NH — C— R- 



20 umsetzt, worin R eine substituierte bzw. unsubstituierte Phenylengruppe bedeutet, Y = -OH, 
.NH2, -NHNH2> -COOH, -COCl, -COO-(CH2)n-OH, -CONH-(CH2)n-NH2, 
-COO-(CH2)n-NHNH2 , -SO3H, -SO3CI, -SO2-NHNH2, -0-COCl, -CHO, -COR*, 
-CO-NHNH2 mit n = 1-6 und R* = H, Phenyl. AlkyI mit 1-6 KohlenstofFatomen ist, 
wobei bei den aus den Verbindungen der allgemeinen Formel I, II oder III erhaltenen Derivate, 

25 die Schutzgruppe entfernt wird und die so erhaltenen Amine mit einem Tetrachloroplatinat- 
Salz zu den entsprechenden cis^konfigurierten Platin(II)-Komplexen umgesetzt werden und 
wobei die aus den Verbindungen der allgemeinen Formel IV erhaltenen Derivate mit cLs- 
[PtAiB] (A = Halogen, B = (NH3)2, Ethylendiamin, Propandiamin, 1,2-Diaminocyclohexan) zu 
den entsprechenden Platin(II)-Komplexen umgesetzt werden. 



so daB Maleinimidderivate bzw. N-Hydroxysuccinimidester-Derivate von zytostatischen 
Verbindungen bereitgestellt werden, wobei die chemische Verknupfiing zwischen 

36 
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zytostatischer Verbindung und Maleinimidverbindung bzw. N-Hydroxysuccinimidverbindung 
durch eine Amid-, Ester-, Imin-, Hydrazon-, Carboxylhydrazon-, Oxycarbonyl-, Acetal- oder 
Ketalbindung erfolgt, und 

b) das so erhaltene Maleinimidderivat an thioliertes Transferrin oder Albumin mit im Mittel 1 
bis 30 HS-Gruppen oder an Polyethylenglykol mit mindestens einer HS- oder H2N-Gruppe und 
mit einer Masse zwischen etwa 5000 und 200 000 Da koppelt, wobei etwa 1 bis 30 Molekiile 
der in Stufe a) erhaltenen Maleinimidderivate an ein Molekiil Transferrin, Albumin oder 
Polyethylenglykol gebunden sind, 

oder das so erhaltene N-Hydroxysuccinimidester-Derivat an Transferrin, Albumin oder an 
Polyethylenglykol mit mindestens einer HO- oder H2N-Gruppe mit einer Masse zwischen etwa 
5000 und 200 000 Da koppelt, wobei etwa 1 bis 30 Molekiile der in Stufe a) erhaltenen 
Hydroxysuccinimidester-Derivate an ein Molekul Transferrin, Albumin oder Polyethylenglykol 
gebunden sind, 

Oder thioliertes Albumin mit 2 bis 30 Aquivalenten der in Stufe a) erhaltenen 
Maleinimidderivate beladt und mit Transferrin oder einem monoklonalen Antikorper, der gegen 
ein tumorassoziiertes Antigen gerichtet ist, fiber eine Bismaleinimidverbindung der allgemeinen 
Formel XI 



Formel XI 




N— R— z— n N |l 



o o 

Z = -CO-h4H-(CH2)n-NH-CO-, -C0.0-(CH2)n-0-C0-, -C=NH-(CH2)n-NH=C-, 
-C=N-NH-(CH2)n-NH-N=C-, -C=N-NH<:0-(CH2)n-C0-NH-N=C-, n = 2-12 

konjugiert. 

5. Arzneimittel enthaltend eine Verbindung gemal) einem der Anspniche 1 bis 3 gegebenenfalls 
zusammen mit iiblichen Tragem und Hilfsstoifen. 

6. Verwendung der Transferrin-, Albumin- und Polyethylenglykolkonjugate nach einem der 
Ansprtiche 1 bis 3 zur Behaiidlung von Krebskrankheiten. 
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